
J^f^T WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

jrVx X Internationales Buro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tIBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale P&tentklassifikatlon ^ : 
B01J13/D0 



A2 



(11) Internationale VerdiTentlichungsnununer: WO 99/47252 

23. September 1999 (23.09.99) 



(43) Internationales 

Veroflentlichui^sdatum; 



(21) Internationales Aktenzeicben: PCT/EP99/01855 

(22) Internationales Anmeldedatnm: 19. Mflrz 1999 (19.03.99) 



(30) Prioritatsdaten: 

198 12 083.4 
98113181.6 

199 07 552.2 



19. Maiz 1998 (19.03.98) DE 
15.Juli 1998(15.07.98) EP 
22. Februar 1999 (22.02.99) DE 



(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR F6RDERUNG 
DER WISSENSCHAFTEN E.V. [DE/DE]; Hofgaitenstrasse 
2, D-80539 Mtlnchen (D^. 

(72) Eriinder, und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur Jur US): DONATH, Edwin [DE/DE]; 
Ditetzcr Strasse 1, D-16845 Giescnhorst (DE). SUKHO- 
RUKOV. Gleb. B. [RU/RU]; Mikroraion AB-5-33. 
Pushino, Moscow District, 142292 (RU). LERCHE, 
Kari-Hcinz [DE/DE]; Strasse dcr Pariscr Kcmmune 34, 
D-10243 Berlin (DE). VCMGT, Andreas [DE/DE]; Ahrcn- 
shoopcr Strasse 67. D-13051 Bcriin (DE). BAUMLER, 
Hans [DE/DE); Klaustaler Strasse 30, D-13187 Berlin 
(DE). CARUSO, Frank [AU/DE]; Rocnnebergstrassc 6, 
D-12161 Berlin (DE). MOHWALD, Helmuth [DE/DE]; 
Dr.-Gcbauer-Strasse 21. D-5541 1 Bingen (DE), 



(74)AnwSlte: WEICKMANN, H. usw.; Kopcmilcusstrassc 9, 
D-81679 Miinchcn (DE). 



(81) Bestinunungsstaaten: JP. US. europ^sches Patent (AT. BE. 
CH. CY. DE. DK, ES. Fl. FR. GB. GR. IE. IT. LU. MC. 
NL, PT. SE). 



VerofTentUcht 

Ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu 
veroffentlichen nach Erhalt des Berichts. 



(54)Titie: PRODUCTION OF NANOCAPSULES AND MICROCAPSULES BY LAYER-WISE POLYELECTROLYTE 
SELF-ASSEMBLY 

(54) Bezeichnung: HERSTELLUNG VON NANO- UND MIKROKAPSELN DURCH SCHICHTWEISE POLYELEK- 
TOOLYT-SELBSTASSEMBLIERUNG .^i 

(57) Abstrart 

The invention relates to capsules coated with a polyelectrolyte shell and to a method for the production thereof. 
(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft mit einer Polyelektrolythillle beschichtete Kapsein und Verfahren zu deren Herstellung. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Idcntiflzierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfb5gen der Schriftcn, die intemationale Anmeldungen gemSss dem 
per verSffcnUichcn. 



AL 


Albanien 


ES 


Spaniea 


L5 




SI 


Slowenicn 


AM 


AnncDMD 


Fl 


Fiiinlind 


LT 




SK 


Skwakei 


AT 


Osiemtch 


VR 


Ft'snfacidi 


LU 


Lmantnirg 


SN 


Senegal 


AU 


Aostralien 


GA 


GabuD 


LV 


Lealand 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vcreinigies KAnigitidk 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Hcfzegowina 


GB 


Gcorgicn 


MD 


Republik Moklau 


TC 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


I^ ehemalige jugoslawtsche 


TM 


T^ukiuetiistan 


BF 


Bmlrina Faso 


GR 


Gnechenland 




Repnbiik Mazedonien 


TR 


TQikei 


BG 


But^snen 


HU 


Ungani 


ML 


Mali 


TT 


Trinklad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mn^golei 


UA 


Ukraine 


BR 


Bnsilien 


IL 


Israel 


MR 


MsBitianien 


UG 


Uganda 


BY 


Belanu 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten voi 


CA 


Kanada 


IT 


Ualien 


MX 


Mcxiko 




Amerika 


CF 


Zentralainkantsche Rqniblik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


U2 


Usbekistan 


CC 


Kongo 


KE 


Kenia 


^^L 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Sdiweiz 


KG 


Kirgtststan 


NO 


Nonvegen 


YU 


Jugoslawien 


a 


COted'lvoire 


KP 


Demokntische Volksrepiiblik 


NZ 


NeuseeUnd 


zw 


Zimbabwe 


CM 


Kamenin 




Korea 


PL 


Pblen 






CN 


China 


KR 


Rqwblik Korea 


FT 


POctttgal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


RnmSnien 






cz 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Rossische Pfidenaion 






DE 


Deutschland 


U 


Uechtensteio 


SD 


Sudan 






DK 


DSnemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singqm 







wo 99/47252 



PCT/EP99/01855 



Herstellung von Nano- und Mikrokapsein durch schichtweise Poly- 
elektrolyt-Selbstassemblierung 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Nano- bzw. Mikrokapsein, die eine Polyelektrolythulle 
umfassen, ein Verfahren zur Herstellung dieser Kapsein sowie ihre 
Verwendung. 

Mikrokapsein sind in verschiedenen Ausfuhrungsformen bekannt und 
werden insbesondere fur die kontrollierte Freisetzung und den zielgerichte- 
ten Transport von pharmazeutischen Wirkstoffen sowie zum Schutz von 
empfindlichen Wirkstoffen, wie etwa Enzymen und Proteinen verwendet 
(siehe z.B. D.D.Lewis, "Biodegradable Polymers and Drug Delivery 
Systems", M.Chasin and R.Langer, Hrsg. (Marcel Decker, New York, 1 990); 
J.P.McGee et ah, J.Control.Release 34 (1995), 77). 

Mikrokapsein konnen durch mechanisch-physikalische Verfahren, wie z.B. 
Verspruhen und nachfolgende Beschichtung hergestellt werden. Die auf 
diese Weise erhaltlichen Mikrokapsein weisen jedoch eine Reihe von 
Nachteilen auf. Insbesondere ist es mit den bekannten mechanisch- 
physikalischen Verfahren nicht moglich, Mikrokapsein mit einer Gro&e von 
< 10//m (Durchmesser) herzustellen. Vielmehr sind nur Mikrokapsein mit 
relativ gro&en Durchmessern erhaltlich, deren Anwendungsbereich jedoch 
aufgrund ihrer GroBe beschrankt ist. Weiterhin wird bei den bekannten 
mechanisch-physikalischen Verfahren keine monodisperse Kapselver- 
teilung, sondern vielmehr eine uneinheitliche Verteilung von Kapsein ver- 
schiedener Grdfie erhalten. Auch dies ist fur viele Anwendungen, bei denen 
die Grd&e der Kapsel wichttg ist, nachteilig. 
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Neben den mechanisch-physikalischen Verfahren sind auch chemische 
Verfahren zur Herstellung von Mikrokapsein bekannt. So kdnnen Mikrokap- 
sein durch Grenzflachenpolymerisatton bzw. -kondensation oder durch 
Polymerphasentrennung aus einem Polymer/Losungsmittelgemisch 
hergestellt warden (B.Miksa et al., Colloid Potym.Sci.273 (1995), 47; 
G.Crotts et al., J.Control.Release 35 (1995), 91; S.L.Regen et al., 
J.Am.Chem.Soc. 106 (1984), 5756). Aber auch die durch bekannte 
chemische Verfahren hergestellten Mikrokapsein weisen eine Reihe von 
Nachteilen auf. Insbesondere sind eine hohe Polydispersitat, eine un- 
gleichma&ige Umhullung sowie oftmals eine Verfestigung des Kerns zu 
beobachten. Ein weiterer v^^esentlicher Nachteil der bekannten chemischen 
Verfahren liegt in der Verwendung von organischen Losungsmittein und 
polymerisierbaren organischen Monomeren, was zu betrachtlichen 
Beschrankungen hinsichtlich der verwendbaren einzukapselnden Wirkstoffe 
fuhrt. Insbesondere die oftmals dadurch notwendige Verwendung von mit 
Wasser nicht mischbaren organischen Flussigkeiten als Kernmaterial 
schrankt den Anwendungsbereich solcher Mikrokapsein, gerade im Hinblick 
auf Proteine oder Enzyme drastisch ein. 

Ein weiteres System, das zur Einkapselung von anorganischen und 
organischen Materialien verwendet wurde, sind Lipidliposomen (D.D.Lasic, 
"Liposomes: From Physics to Applications" (Elsevier, Amsterdam, 1993); 
S.L.Regen et al., J.Am.Chem.Soc.106 (1 984), 2446). Die Einkapselung von 
WIrkstoffen in Lipidliposomen gestattet die Herstellung von Mikrokapsein 
unter relativ schonenden Bedingungen, weshalb Liposomen als Tragersy- 
steme fOr verschiedene pharmazeutische und kosmetische Wirkstoffe 
verwendet werden. Die biologische, chemische und mechanische Stabilitat 
solcher Liposomkapsein tst jedoch sehr gering, was die allgemeine 
Verwendbarkeit solcher Kapsein iimitiert. Einen weiteren Nachteil stellt die 
geringe Permeabilitat von Liposomenkapsein, insbesondere fur polare 
MolekiJle, dar, die einen Stoffaustausch mit dem Umgebungsmedium 
verhindert. 
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Bei einem weiteren Verfahren zur Herstellung von Mikrokapsein werden 
zunachst Mischungen aus dem einzuschlieBenden Material und einem mit 
2.B. Ca^^-lonen verfestigbaren Polyelektrolytbestandteil gebildet. Diese 
Mischung wird in Form kleinster Tropfchen in ein Ca^^-Bad eingebracht, 
wobei sich eine Gelstruktur biidet, die dann in weiteren Verfahrensschritten 
mit einer Polyeiektrolytkapsel umgeben werden kann. Eine Weiterentwick- 
lung solcher Verfahren wird in DE 33 06 259 A1 beschrieben, wobei auf die 
Verwendung von Ca^**^ verzichtet werden kann. Der hauptsachliche Nachteil 
dieser Verfahren besteht darin, daK die GroKe der herstellbaren Mikrokap- 
sein nach unten auf etwa 50 //m (Durchmesser) begrenzt ist und die 
Wandstarke der erhaltenen Mikrokapsein mindestens 100 nm betragt. 

In DE-A-40 26 978 ist ein Verfahren zur Beschichtung von flachigen Tragern 
beschrieben, wobei ein Trager so modifiziert wird, da& er flachenweit lonen 
Oder ionisierbare Verbindungen mit gleichsinniger Ladung tragt und eine 
Oder mehrere Schichten aus organischen Materialien, die in jeder Schicht 
gleichsinnig geladene lonen enthalten, aus einer Losung solcher organischer 
Materialien auf den modifizierten Trager aufgetragen wird, wobei das 
organische Material fur die erste Schicht lonen mit entgegengesetztem 
Ladungsinn zum Ladungssinn der lonenmodifizierung des Tragers aufweist 
und im Falle von rnehreren Schichten abwechseind weitere Schichten mit 
lonen mit dem jeweils entgegengesetzten Ladungssinn zur vorhergehenden 
in gleicher Weise wie die erste Schicht aufgetragen werden. Als Trager 
werden anorganische oder organische Tragermaterialien mit ebenmaBiger 
Oberflache offenbart. Es findet sich kelnerlei Hinweis auf die Verwendung 
von Mikropartikein als Tragermaterialien oder auf eine Auflosung der 
Tragermaterialien nach der Beschichtung. 

Eine Aufgabe der Erfindung bestand deshalb darin, Kapsein mit einem 
geringen Durchmesser bereitzustellen, in denen Materialen, wie etwa 
Makromolekiile, Prazipitate, Flussigkeiten oder Case, eingeschlossen werden 
konnen. Die Kapsein sollten weiterhin eine hohe Stabilitat und Hullen mit 
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geringer Wandstarke aufweisen, die insbesondere fur lonen und kleine 
Molekule durchiassig sind. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch Kapsein mit einer 
Polyelektrolythiille und einem Durchmesser bis zu 10 //m oder mehr. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, dal^ bei Beschichtung von 
Templatpartikein mit einer Polyelektroiythulle und gegebenenfalls an- 
schlieSender Desintegration der Templatpartlkel Kapsein mit definierten 
inneren und auBeren Hulleigenschaften und mit selektiv steuerbaren 
Permeabilitatseigenschaften erhalten werden konnen. Unter einer Polyelek- 
troiythulle wird eine Hulle mit einem Gehalt an Polyelektrolyten verstanden. 
Bevorzugt besteht die PolyelektrolythOile zu mindestens 50% insbesondere 
mindestens 60% und besonders bevorzugt zu mindestens 80% aus 
Polyelektrolyten. Die erfindungsgemaBen Kapsein gestatten den EinschluB 
auch empfindlicher Molekule unter schonenden Bedingungen, z.B. in 
waBrigen Losungen. Die Kapselwand ist eine Polyelektroiythulle, die den 
Stoffaustausch im Hinblick auf niedermolekulare Stoffe und lonen mit der 
Umgebung ermoglicht, abergleichzeitig makromolekulare Stoffe zuruckhalt. 
Diese Trennfunktion der Polyelektroiythulle bewirkt einerseits, daB 
gegebenfalls in die Kapsel eingeschlossene Wirkstoffe zuriickgehalten 
werden, andererseits, daB von auBen keine storenden makromolekularen 
Stoffe in die Kapsel gelangen konnen. Auf diese Weise werden Wirkstoffe 
auch ohne den Zusatz von konservierenden Stoff en ef f ektiv vor biologischen 
Abbauprozessen geschutzt. Die chemischen und physikalischen Eigen- 
schaften der ais Kapselwand dienenden Polyelektroiythulle konnen in weiten 
Grenzen durch den Aufbau und die Zusammensetzung der Hulle sowie 
durch Umgebungsparameter gesteuert werden. So konnen die erfindungs- 
gemaBen Kapsein beispielsweise als Transportraume dienen, wobei hier die 
Parameter der auBeren Schicht den Transport an vorgegebene Zielorte, z.B. 
im Organismus, bestimmen. 
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Die erfindungsgemaSen Kapsein umfassen Mikrokapsein mit einem Durch- 
messer von 1 fjm bis SOfjm, bevorzugt < 10/ym, besonders bevorzugt <5 
fjm und am meisten bevorzugt ^ 2 fjm sowie Nanokapsein mit einem 
Durchmesser von ^ 10 nm bis < 1000 nm. 

5 

Die Hulle der Kapsein weist mehrere Polyelektrolytschichten auf. Unter 
Polyelektrolyten werden allgemein Poiymere mit ionisch dissoziierbaren 
Gruppen, die Bestandteil oder Substituent der Polymerkette sein konnen, 
verstanden. Oblicherweise ist die Zahl dieser ionisch dissoziierbaren 

10 Gruppen in Polyelektrolyten so groB, daB die Polymeren in der dissoziierten 
Form (auch Polyionen genannt) wasserloslich sind. Hierin werden unter dem 
Begriff Polyelektrolyte auch lonomere verstanden, bei denen die Konzen- 
tration der ionischen Gruppen fur eine Wasserloslich keit nicht ausreichend 
sind, die jedoch geriugend Ladungen aufweisen, um eine Selbstassem- 

15 blierung einzugehen. Bevorzugt umfasst die Hulle "echte" Polyelektrolyte. 
Je nach Art der dissoziierbaren Gruppen werden Polyelektrolyte in 
Polysauren und Polybasen unterteilt. Aus Polysauren entstehen bei der 
Dissoziation unter Abspaltung von Protonen Polyanionen, die sowohl 
anorganische als auch organische Poiymere sein konnen. Beispiele fur 

20 Polysauren sind Polyphosphorsaure, Polyvinylschwefelsaure, Polyvinyl- 
sulfonsaure, Polyvinylphosphonsaure und Polyacrylsaure. Beispiele fiir die 
entsprechenden Saize, die auch als Polysaize bezeichnet werden, sind 
Polyphosphat, Polysulfat, Polysulfonat, Polyphosphonat und Polyacrylat. 

25 Polybasen enthalten Gruppen, die in der Lage sind, Protonen, z.B. durch 
Reaktion mit Sauren unter Salzbildung, aufzunehmen. Beispiele fur 
Polybasen mit ketten - bzw. seitenstandigen dissoziierbaren Gruppen sind 
Polyethylenimin, Polyvinylamin und Polyvinylpyridin. Polybasen bilden durch 
Aufnahme von Protonen Polykationen. 

30 

ErfindungsgemaB geeignete Polyelektrolyte sind sowohl Biopolymere, wie 
etwa Alginsaure, Gummi arabicum, Nucleinsauren, Pektine, Proteine und 
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andere, sowie chemisch modifizierte Biopolymere, wie etwa ionische Oder 
ionisierbare Polysaccharide, z.B. Carboxymethylcellulose, Chitosan und 
Chitosansulfat, Ligninsulfonate sowie syntlietische Polymere, wie etwa 
Polymethacrylsaure, Polyvinylsulfonsaure, Polyvinylphosphonsaure und 
Polyethylenimin. 

Es kdnnen iineare oder verzweigte Poiyelektrolyte eingesetzt werden. Die 
Verwendung verzweigter Polyelelctrolyte fuhrt zu weniger kompakten 
Polyelektrolytmultifilmen mit einem hdheren Grad der WandporositSt. Zur 
Erhdhung der Kapselstabilitat kdnnen Polyeiektrolytmolekule innerhalb 
oder/und zwischen den einzelnen Schichten vernetzt werden, z.B. durch 
Crosslinking von Aminogruppen mit Aldehyden. Weiterhin konnen amphi- 
phile Poiyelektrolyte, z.B. amphiphile Block- oder Randomcopolymere mit 
partiellem Polyeiektrolytcharakter zur Verringering der PermeabilitSt 
gegenuber polaren kleinen Molekulen eingesetzt werden. Seiche amphiphilen 
Copolymere bestehen aus Einheiten unterschiedlicher Funktionalitat, z.B. 
einerseits sauren oder basischen Einheiten und andererseits hydrophoben 
Einheiten wie Styrolen, Dienen oder Siloxanen etc. die als Blocke oder 
statistisch verteilt uber das Polymer angeordnet sein konnen. Durch 
Verwendung von Copolymeren, die als Funktion auBerer Bedingungen ihre 
Struktur andern, konnen die Kapselwande beziiglich ihrer Permeabilitat oder 
anderer Eigenschaften definiert gesteuert werden. Hierzu bieten sich 
beispielsweise Copolymere mit einem Poly{N-isopropyl-acrylamid)-Anteil, 
z.B. Poly{N-isopropylacrylamid-acrylsaure) an, die uber das Gleichgewicht 
von Wasserstoffbruckenbindungen ihre Wasserloslichkeit als Funktion der 
Temperatur andern, was mit einer Quellung einhergeht. 

Durch Verwendung von unter bestimmten Bedingungen abbaubaren, z.B. 
photo-, saure-, base- oder salzlabilen Polyelektrolyten kann uber die 
Auflosung der Kapselwande die Freisetzung von eingeschlossenen 
Wirkstoffen gesteuert werden. Weiterhin konnen fur bestimmte Anwen- 
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dungsmoglichkeiten auch leitende Polyelektrolyten oder Polyelektrolyten mit 
optisch aktiven Gruppen als Kapsetkomponenten verwendet warden. 

Durch geeignete Wahl der Polyelektrolyte ist es moglich, die Eigenschaften 
und Zusammensetzung der Polyelektrolythulle der erfindungsgemaSen 
Kapsein definiert einzustelien. Insbesondere bei schichtweise aufgebauten 
Polyelektrolythullen kann die Zusammensetzung der Hullen durch die Wahl 
der Substanzen beim Schichtaufbau in weiten Grenzen variiert werden. 
Grundsatzlich ergeben sich keine Einschrankungen hinsichtlich der zu 
verwendenden Polyelektrolyte bzw. lonomere, solange die verwendeten 
Molekule eine genugend hohe Ladung aufweisen oder/und die Fahigkeit 
besitzen, uber andere Wechselwirkungsarten, wie beispielsweise Wa- 
sserstoffbruckenbindungen und/oder hydrophobe Wechselwirkungen, eine 
Bindung mit der darunter liegenden Schicht einzugehen. 

Geeignete Polyelektrolyte sind somit sowohl niedermolekulare Polyelek- 
trolyte bzw. Polyionen als auch makromolekulare Polyelektrolyte, beispiels- 
weise Polyelektrolyte biologischer Herkunft. 

Von besonderer Bedeutung fur die Verwendung der Kapsein ist die 
Permeabilitat der Hull wand. Wie bereits oben ausgefuhrt, ermoglicht die 
Vielzahl der zur Verfugung stehenden Polyelektrolyte die Herstellung einer 
Vielzahl von Hullkompositionen mit unterschiedlichen Eigenschaften. 
Insbesondere kann die elektrische Ladung der AuBenhulle dem Anwen- 
dungszweck angepalSt werden. Zudem kann die Innenhulle an jeweils 
verkapselte Wirkstoffe angepaBt werden, wodurch z.B. eine Stabilisierung 
des Wirkstoffs erzielt werden kann. Daneben kann auch die Permeabilitat 
der Hullwand durch die Wahl der Polyelektrolyte in der Hulle und durch die 
Wanddicke sowie die Umgebungsbedingungen beeinfluBt werden. Dadurch 
ist eine selektive Gestaltung der Permeabilistatseigenschaften sowie eine 
definierte Veranderung dieser Eigenschaften moglich. 
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Die Permeabiiitatseigenschaften der Hulle konnen durch Poren in mindestens 
einer der Polyelektrolytschichten weiter modifiziert werden. Solche Poren 
konnen bei geeigneter Wahl durch die Polyelektrolyten selbst gebildet 
werden. Neben den Polyelektrolyten kann die HQIIe aber auch andere 
Substanzen umfassen, um eine gewunschte Permeabtlitat zu erzielen. So 
kann insbesondere durch Einbringen von Nanopartikein mit anionischen 
oder/und kationischen Gruppen oder von grenzflachenaktiven Substanzen, 
wie etwa Tensiden oder/und Lipiden, die Permeabilitat fur polare Kom- 
ponenten gesenkt werden. Durch die Inkorporatton von selektiven Trans- 
portsystemen, wie z.B. Carriern oder Kanalen, in die Polyelektrolythulle, 
insbesondere in Lipidschichten, ist eine genaue Anpassung der transversalen 
Transporteigenschaften der Hulle an den jeweiligen Anwendungszweck 
moglich. Die Poren oder Kanale der Hullwand konnen durch chemische 
Modifizierung oder/und Anderung der Umgebungsbedingungen gezielt 
geoffnet bzw. verschlossen werden. So fuhrt beispielsweise eine hohe 
Salzkonzentration des Umgebungsmediums zu einer hohen Durchlassigkeit 
der Hullwand. 

Eine besonders bevorzugte Modifizierung der Permeabilitat von Polyelek- 
trolythullen kann durch Abscheidung von Lipidschichten oder/und amphiphi- 
ler Polyelektrolyten auf der Polyelektrolythulle nach Desintegration der 
Tennpiatpartikel erreicht werden. Auf diese Weise kann die Permeabilitat der 
Polyelektrolythullen fur kleine und polare Molekule sehr stark vermindert 
werden. Beispiele fur Lipide, die auf den Polyelektrolythullen abgeschieden 
werden konnen, sind Lipide, die mindestens eine ionische oder ionisierbare 
Gruppe tragen, z.B. Phospholipide wie etwa Dipalmitoylphosphatidinsaure 
Oder zwitterionische Phospholipide wie etwa Dipalmitoylphosphatidylcholin 
Oder auch Fettsauren bzw. entsprechende langkettige Alkylsulfonsauren. Bei 
Verwendung zwitterionischer Lipide konnen Lipidmultischichten auf der 
Polyelektrolythulle abgeschieden werden. Auf den Lipidschichten konnen 
anschlieBend weitere Polyelektrolytschichten abgeschieden werden. 
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Die erfindungsgemaBen Kapsein weisen bevorzugt eine Hullwanddicke von 
2 bis 1000 nm, insbesondere 2 bis 100 nm, z.B. von 5 bis 8 nm, auf. Die 
Dicke der Hullwand ist abhangig von der Anzahl der Schichten, der Polyelek- 
trolythuile. Die Kapsein enthalten bevorzugt 2 bis 40, bevorzugt 2 bis 20, 
5 z.B. 3 bis 10 Schichten. Die Kapsein konnen jedoch auch eine gro&ere 
Anzahl von Schichten, d.h. Polyelektrolytschichten und gegebenenfalls 
andere Schichten wie Lipidschichten, enthalten. 

Die erfindungsgema&en Kapsein zeichnen sich weiterhin durch ihre 
10 Monodispersitat aus. So ist es mdglich, eine Zusannmensetzung mit einer 
Kapselverteilung zu erhalten, bei der der Anteil an Kapsein, deren Ab- 
weichung vom mittleren Durchmesser > 50% ist, weniger als 20%, 
bevorzugt weniger als 10% und besonders bevorzugt weniger als 1%. 

15 Die Kapsein sind sehr stabil gegenuber chennischen, biologischen, mechani- 
schen und thermischen Belastungen. Die Kapsein konnen gegebenenfalls mit 
eingeschlossenen Wirkstoffen ohne Beeintrachtigung ihrer Eigenschaften 
getrocknet, eingefroren oder/und gefriergetrocknet werden. Nach dem 
Auftauen bzw. Resuspendieren in Wasser werden wieder intakte Kapsein 

20 erhalten. 

Bei Trocknung oder Gefriertrocknung der Kapsein wird eine pulverfdrmige 
Zusammensetzung erhalten, die in geeigneten Losungsmittein, insbesondere 
in waBrigen Losungen resuspendiert werden kann. Ein weiterer Gegenstand 
25 der Erfindung ist deshalb eine getrocknete Kapsein umf assende Zusammen- 
setzung. Die Trocknung kann nach bekannten Verfahren durchgefuhrt 
werden, insbesondere bei erhohter oder verringerter Temperatur oder/und 
reduziertem Druck. 



30 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von 
mit einer Polyetektrolythulle beschichteten Kapsein umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen einer wa&rigen Dispersion von Templatpartikeln 
geeigneter GroBe und 

b) Hersteiien einer Hulle um die Templatpartikel durch Aufbringen von 
Poiyelektrolyten auf die Templatpartikel. 

Zunachst wird eine waKrige Dispersion von Templatpartikeln geeigneter 
Gro&e bereitgestellt. Durch die GroKe der Templatpartikel wird die GroUe der 
Kapsein festgelegt. Anschlie&end werden vorzugsweise mehrere Polyelek- 
trolytschichten auf die Templatpartikel auf gebracht, wodurch ein umhulltes 
Templatpartikel gebildet wird. Die Form der Hulle hangt dabei unmittelbar 
von der Form der Templatpartikel ab. 

Zum Aufbringen der Polyelektrolytschichten auf das Templat wird vorzugs- 
weise eine Dispersion der Templatpartikel in einer wassrigen Losung 
erzeugt. Zu dieser Dispersion gibt man dann Polyelektrolytmolekule, aus 
denen die erste Schicht aufgebaut werden soil. Diese Polyelektrolytmolekule 
konnen die gleiche oder die entgegengesetzte Ladung wie die Oberflache 
der Templatpartikel haben. Die Menge der zugegebenen Polyelektrolytmole- 
kule wird so gewahit, daC das gesamte Material fur den Aufbau der ersten 
Schicht ben5tigt wird oder es wird ein Oberschufi verwendet. Im letzteren 
Fall ist eine Entfernung der uberschussigen Polyelektrolytmolekule, die nicht 
zum Aufbau der ersten Schicht benotigt werden, zweckmaKig, bevor die 
Zugabe von entgegengesetzt geladenen Polyelektrolytmolekulen fur den 
Aufbau der zweiten Schicht erf olgt. Die Abtrennung der Polyelektrolytmole- 
kule kann nach bekannten Verfahren erfolgen, insbesondere Zentrifugation, 
Filtration oder/und Dialyse. Besonders bevorzugt ist die Abtrennung durch 
Membranfiltration wie im folgenden beschrieben. Anschlie&end werden 
weiterhin abwechseind entgegengesetzt geladene Schichten von Polyelek- 
trolytmolekulen aufgebracht, wobei fur jede Schicht mit gleicher Ladung 
gleiche oder verschiedene Polyelektrolytspezies oder Gemische von 
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Polyelektrolytspezies gewahit werden konnen. Die Anzahl von Schichten 
kanngrundsatzlich beliebig gewahit werden. Neben Poiyelektrolytmolekulen 
konnen auch andere Substanzen wie Nanopartikel, oberflachenaktive 
Substanzen oder/und Lipide auf den Templatpartikein abgeschieden werden . 

Als Temptatpartikel konnen sowohl anorganische Materialien, z.B. Metalle, 
Keramiken, Oxide oder Salzkristalle als auch organische Materialien wie 
Polymerlatizes oder Melaminformaldehydpartikel, Lipidvesikel oder 
bioiogische Templatpartikel eingesetzt werden. Ebenfalls geeignet sind 
Emulsionstropfchen. Die GroKe der Templatpartikel kann - insbesondere bei 
Verwendung biologischer Templatmaterialien - bis zu 50 //m erreichen. In 
den meisten Fallen ist die GroKe der Templatpartikel jedoch bis zu ^0/Jm, 
besonders bevorzugt 5 nm bis 5 pm. Die Form der Templatpartikel ist nicht 
kritisch. Sowohl spharische als auch anisotrope Partikel konnen beschichtet 
werden. 

Es konnen auch Aggregate von Subpartikein als Ausgangskerne (Templatp- 
artikel) zur Beschichtung mit Polyelektrolyten eingesetzt werden. Diese 
Aggregate konnen gegebenenfalls in vorgeformtem oder praformiertem 
Zustand eingesetzt werden. Eine solche Praformierung kann beispielsweise 
durch Aniegen externer elektrischer Gleichstrom- oder/und Wechselfelder 
bzw. Magnetfelderauf Suspensionen mit Subpartikein erzielt werden. Durch 
vorgeformte Aggregate kann die Form der Kapsein bestimmt werden. 
Weiterhin konnen solche Aggregate mit einer hohen Einheitlichkeit 
hinsichtlich der GroBenverteilung erhalten werden (Monodispersitat). Ebenso 
geeignet sind jedoch auch nichtvorgeformte Aggregate. Von besonderem 
Interesse sind Aggregate in spharischer Form. 

Die verwendeten Templatpartikel mussen nicht notwendigerweise geladen 
sein, um eine Selbstassembiierung von Polyelektrolytschichten zu ermogli- 
chen. Vielmehr kann auf nichtgeladene Kerne ein geladener Precursorfilm 
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aufgebracht werden, der an die Templatpartikel durch andere Wechselwir- 
kungen, beispielsweise hydrophobe Wechselwirkungen, gebunden ist. 

Nach Aufbringen der gewunschten Anzahl von Polyelektrolytschichten 
konnen die umhullten Templatpartikel - sofern gewunscht - desintegriert, 
insbesondere zerkleinert oder aufgeldst werden. Dabei verbleiben "leere** 
Kapsein mit einer Polyelektrolythulle. Die Auf losung der Tempiatpartikel wird 
unter Bedingungen durchgefuhrtr bei denen die Huilen intakt bleiben. Eine 
Aufl5sung kann je nach Wahl des Templatpartikelmaterials z.B. thermisch 
Oder chemisch erfolgen. Die bei der Aufidsung entstehenden nieder- 
molekularen Kernbestandteile konnen durch die Poren der Huile nach au&en 
gelangen. Auf diese Weise erhalt nnan Kapsein mit Poiyelektrolythullen, die 
einen "leeren" Kern enthalten. Auf die leeren Polyelektrolytmolekulen 
konnen anderen Beschichtungssubstanzen aufgebracht werden. 

Nach Desintegration der Templatpartikel kann im Inneren der Kapselhulle 
eine Flussigphase vorliegen. Grundsatzlich konnen die Kapsein jede 
Flussigkeit in ihrem Innern enthalten, z.B. eine waBrige Flussigkeit, 
insbesondere eine waBrige Salzldsung oder Wasser, Oder auch organische 
Losungsmittel, insbesondere mit Wasser nicht mischbare Losungsmittel wie 
Alkohole oder Kohlenwasserstoffe mit mindestens 4 C-Atomen. Weiterhin 
konnen die Kapsein in ihrem Inneren auch Feststoffe oder Gase enthalten » 

Bevorzugt werden teilvernetzte Melaminformaldehydpartikel als aufldsbare 
Templatpartikel eingesetzt, die durch Einstellung des pH-Werts in dem die 
umhullten Partikel enthaltenden Medium auf einen sauren Wert, z.B. ^1,5, 
aufgeldst werden konnen, wahrend die Hullschicht selbst intakt bleibt. Die 
teilvernetzten Melaminformaldehydpartikel konnen auch durch chemische 
Reaktionen, insbesondere durch Sulf onierung in waBrigen Medien aufgeldst 
werden. Als Sulfonierungsagentien werden bevorzugt Alkalisulfate, 
Alkalihydrogensulfite und andere wasserlosiiche Saize der schwefeligen 
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Saure verwendet. Weitere Beispiele fur aufldsbare Templatpartikel sind 
losliche Polymerkeme, z.B. Hamstoff-Formaldehydpartikel, oder Salzkristalle. 

Au&erdem kdnnen als Tempiatmaterialien beisptetsweise Zelien, z.B. 
eukaryontische Zellen, wie etwa Saugererythrozyten oder Pflanzenzelien, 
einzeliige Organismen wie etwa Hefen, Bakterienzellen wie etwa E.coli 
Zellen, Zellaggregate, subzellulare Partikel wie etwa Zellorganelle, Pollen, 
Membranpraparationen oder Zellkerne, Viruspartikel und Aggregate von 
Biomolekulen, z.B. Proteinaggregate wie etwa Immunkomplexe, kond- 
ensierte Nukleinsauren, Ligand-Rezeptor-Komplexe etc. verwendet werden. 
Das erfindungsgemalie Verfahren eignet sich auch zur Verkapselung 
lebender biologischer Zellen und Organismen. Ebenso als Template geeignet 
sind Aggregate amphiphiler Materialien, insbesonder Membranstrukturen wie 
etwa Vesikel, z.B. Liposomen oder Micellen sowie andere Lipidaggregate. 

Die Desintegration biologischer Templatpartikel kann durch Zugabe von 
Lysereagenzien erfolgen. Dabei sind Lysereagenzien geeignet, die biolo- 
gische Materialien wie Proteine oder/und Lipide auflosen konnen. Vorzugs- 
weise enthalten die Lysereagenzien etn Deproteinisierungsmittel, beispiels- 
weise Peroxoverbindungen wie etwa HjOj oder/und Hypochloritver- 
btndungen wie etwa Natrium- oder Kaliumhypochlorit. Uberraschenderweise 
erfolgt die Desintegration der Templatpartikel innerhalb einer kurzen 
Inkubationsdauer, z.B. 1 min bis 1 h bei Raumtemperatur. Die Desintegra- 
tion der Templatpartikel ist weitgehend vollstandig, da selbst bei elek- 
tronenmikroskoptscher Betrachtung der verbleibenden Hullen keine Reste der 
Partikel mehr nachweisbar sind. Bei Einbau biologischer Polyelektrolyte in 
die Hulle kdnnen leere Schichten auch innerhalb der Polyelektrolythulle 
erzeugt werden. 

Die bei der Desintegration der Templatpartikel gebildeten Fragmente, z.B. 
im Fall von teilvernetzten Melaminformaledhypartikein, die bei Auflosung 
entstandenenOligomere, konnen durch Poren, insbesondereNanoporen, der 
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Hiill wand aus dem Inneren der Kapsein nach auKen austreten. AnschlieBend 
konnen sie - sofern gewunscht - von den Kapsein abgetrennt werden. Diese 
Abtrennung kann durch dem Fachmann bekannte Verfahren durchgefiihrt 
werden, z.B. durch Dialyse, Filtration oder/und Zentrifugation abgetrennt. 
Eine Abtrennung von Templatpartikelfragmenten ist oftmals jedoch nicht 
notwendig. Die Kapsein konnen auch ohne Abtrennungsschritt verwendet 
werden. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren Ist es auch moglich, Kapsein mit 
eingeschlossenen Wirkstoffen oder Kapsein zum EinschluB von Wirkstoffen 
herzustellen. Die Beladung des Innenraums mit kleinen Molekulen kann 
dadurch erfolgen, daB die Permeabilitat der Hulle als Funktion der externen 
physikalischen und chemischen Parameter variiert wird. Zur Beladung wird 
ein Zustand hoher Permeabilitat eingestellt. Das eingeschlossene Material 
wird anschlieBend durch Veranderung der auBeren Parameter oder/und 
VerschluB der Poren, beispielsweise durch Kondensation der Hulle oder 
chemische Modifikation der Poren oder Kanale zuruckgehalten. 

Die Wirkstoffe konnen sowohl anorganische als auch organische Stoffe 
sein. Beispiele fur solche Wirkstoffe sind Katalysatoren, insbesondere 
Enzyme, Nanopartikel, pharmazeutische Wirkstoffe, Polymere, Farbstoffe 
wie etwa fluoreszierende Verbindungen, Sensormolekule, d.h. Molekule, die 
auf die Anderung von Umgebungsbedingungen (Temperatur, pH-Wert) 
nachweisbar reagieren, Pflanzenschutzmittel und Aromastoffe. Da die 
Kapsein in ihrem Kern waBrige Losungen enthalten konnen, ist es moglich, 
daB auch empfindliche Molekule unter schonenden Bedingungen einge- 
schlossen werden. 

Bei EinschluB von Katalysatoren, z.B. keramischen oder/und metailischen 
Partikein oder Enzymen, in die Kapsein konnen die Katalysatoren entweder 
an der Innenseite der Kapselwand adsorbiert sein oder als f reie Molekule im 
Kapselinnenraum vorliegen, so daBeine nahezu verlustfreie Verwendung der 
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Katalysatoren ermoglicht wird. Die Katalysator enthaltenden Kapsein konnen 
einfacher als der freie Katalysator zuruckgehalten oder ruckgewonnen 
warden. Eine Kontamination der Katalysatoren wird durch die Schutz- und 
Trennfunktion der Kapselhulle gegenuber dem Umgebungsmedium 
weitgehend ausgeschlossen. insbesondere wird durch die Permeabilitats- 
eigenschaften der Kapselwande verhindert, da& die im Kapselinneren 
eingeschlossenen Katalysatoren durch makromolekulare Stoffe in ihrer 
Wirksamkeit gehemmt oder inhibiert warden, wahrend der Zutritt von 
Substrat und Austritt von Produkten moglich ist. 

Die Kapsein konnen auch etngeschlossene pharmazeutische Wirkstoffe 
enthalten. In diesem Fall wirkt die Kapsel insbesondere als Transportvehikel, 
urn die pharmazeutischen Wirkstoffe zu stabilisieren, vor einem Abbau zu 
schutzen oder/und an den gewunschten Wirkungsort im Organimus zu 
transportieren, Durch Auswahl der Oberflacheneigenschaften der auBeren 
Hulle kann ein spezifischer Transport erzielt werden. 

Die Polyelektrolythulle der Kapsein ist vorzugsweise fur niedermolekulare 
Substanzen durchlassig, verhindert aber den Durchtritt von Makromolekulen. 
Damit stellt die Hullwand eine Barriere gegenuber Mtkroorganismen und von 
ihnen sekretierten externen Verdauungsenzymen dar. Deshalb konnen in die 
erfindungsgema&en Kapsein biologisch abbaubare Substanzen einge- 
schlossen sein, ohne da& Konservierungsstoffe zur Haltbarmachung 
notwendig waren. 

Die Kapsein konnen auch als Reaktionsraume fur chemische Reaktionen 
Oder als Prazipitations* oder Kristallisationstemplate verwendet werden, 
wobei man leere Kapsein oder einen Wtrkstoff oder Katalysator enthaltende 
Kapsein einsetzen kann. Aufgrund der Tatsache, daB die Permeabilitat der 
Kapselwande steuerbar ist, so daK sie beispielsweise niedermolekulare 
Substanzen passieren lassen, Makromolekule jedoch weitgehend zuruckhal- 
ten, lassen sich bei einer chemischen Reaktion entstehende hochmolekulare 
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Produkte, z.B. bei einer Polymerisation entstehende Polymere auf einfache 
Weise wahrend der Synthase im Innenraum zuruckhalten. Das gleichzeltig 
im AuBenmedium synthetisierte Reaktionsprodukt kann z.B, durch 
Zentrlfugation oder/und Filtration nachtraglich oder auch bereits wahrend 
der Reaktlon entfernt werden. 

Wahrend der Reaktion kann die Zufuhr des Reaktionssubstrats uber die 
Diffusion durch die Kapselwande gesteuert werden. Dabei ergeben sich 
neue Wege, in Reaktionsablaufe einzugreifen. Da z,B. durch Filtration ein 
kontinuierlicher oder z.B. durch Zentrifugation auch ein plotzlicher Aus- 
tausch des Au&enmediums moglich ist, kann die Polymerisationsreaktion 
durch Substratentfernung beliebig angehalten werden bzw. das Monomer 
kann ausgetauscht werden. Es ist somit moglich, auf neue Art und Weise 
die Herstellung von definierten Co- oder Multipolymeren durchzufiihren. Da 
durch die Permeation der Reaktionsablauf uber die Monomerenzufuhr 
kontrollierbar ist, konnen in den Kapsein Produkte mit neuen und anderen 
Molekulargewichtsverteilungen, z.B. hoch monodisperse Produkte erzeugt 
werden. Im Kapselinneren synthetisierte Polymere lassen sich z.B. durch 
NMR, durch IR, spektroskopisch durch Titration mit Fluoreszenzfarbstoffen 
und durch konfokale Mikroskopie nachweisen. Mit Einzelteilchenlicht- 
streuung laBt sich der Massenzuwachs und somit die Reaktionskinetik 
verfolgen. 

Bei Verwendung anisotroper Kapsein zur Verpackung von Wirkstoff en oder 
als Reaktionsraume, z.B. fur Synthesen oder Prazipitationsprozesse, und 
gegebenenfalls anschlieBender Auflosung der Templathullen konnen 
Partikelzusammensetzungen als Dispersionen mit vorbestimmten Formen 
und Gestalten erzeugt werden. Die Erf indung betrifft somit auch anisotrope 
Partikelzusammensetzungen, die durch Verkapselung von Wirkstoffen in 
einer Polyelektrolythulle, z.B. durch Synthese oder Prazipitation und 
anschlieBende Entfernung des Templats, z.B. durch thermische oder 
chemische Behandlung, erhaltlich sind. Vorzugsweise besitzen diese 
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anisotropen Partikel die Form der als Templat verwendeten Strukturen. 
Anisotrope Partikel konnen bei Aniagen von Felder bewegt, z.B. gedreht 
Oder ausgerichtet warden. Auf diese Weise k5nnen Dispersionen mit 
schaltenden Eigenschaften erzeugt werden. 

Weiterhin konnen die Kapselnzum Etnbringen von organischen Flussigkeiten 
wie etwa Alkoholen oder Kohlenwasserstoffen, z.B. Hexanol, Octanoi, 
Octan Oder Decan, oder zum Verkapsein von Gasen verwendet werden, 
Solche mit einer organischen, nicht mit Wasser mischbaren Flussigkeit 
gefullten Kapsein konnen auch fur chemische Reaktionen, z.B. Poly- 
merisationsreaktionen eingesetzt warden. So kann das Monomer uber 
dessen Verteilungsgleichgewicht gezielt im Innenraum der Kapsein ange- 
reichert werden. Gegebenenfalls kann die Monomerenlosung bereits vor 
Beginn der Synthese im Innenraum eingekapsett werden. 

Es konnen jedoch auch Wirkstoffe verkapselt werden, die aufgrund ihrer 
GroBe nicht die Polyelektrolythulle durchdringen konnen. Hierzu wird der 
einzuschlieBende Wirkstoff an das Templatpartikel gekoppelt bzw. 
immobilisiert oder vom Templatpartikel eingekapselt oder aufgenommen, 
z.B. durch Phagozytose oder Endozytose bei lebenden Zellen oder durch 
Verkapselung von Nanopartikein in Idsliche Templatmaterialien. Nach 
Desintegration der Templatpartikel wird der Wirkstoff ins Innere der 
PolyelektrolythQIle freigesetzt. Dabei werden zweckmaBigerweise die 
Bedingungen bei der Desintegration des Templatpartikels so gewahit, da& 
keine unerwunschte Zersetzung des Wirkstoffs eintritt. 

Eine Kopplung des Wirkstoffs an das Templat kann direkt erfolgen, aber 
auch durch einen Bindevermittler bewirkt werden. Als Bindevermittler 
werden bevorzugt Molekule verwendet, die bei besttmmten Bedingungen 
degradierbar oder abbaubar sind. Besonders bevorzugt wird als Bindever- 
mittler Polymilchsaure verwendet. Hierzu wird der Wirkstoff mittels des 
Bindevermittlers, insbesondere Polymilchsaure, an das Templatpartikel, 
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beispielsweise ein teilvernetztes Melaminformaldehydpartikel immobilisiert. 
Auf diese Weise wird der einzuschlieBende Wirkstoff selbst Bestandteil des 
Schichtaufbaus bei der Beschichtung des Kerns. Nach der Aufidsung der 
Templatpartikel und ggf . Degradation der Bindemolekule wird der Wirkstoff 
ins Innere der Hulle freigesetzt. MIt diesem Verfahren konnen beliebige 
Wirkstoffe in die Hulle eingeschlossen werden, insbesondere Nanopartikei 
und nichtbiologische makromolekulare Komponenten und bevorzugt 
biologische Makromolekule, wie etwa Proteine, insbesondere Enzyme. 

Weiterhin konnen z.B. mit 4-FVrensulfat (4-PS) kationische Polymere oder 
Partikel in der Hulle fixiert v erden. Durch Herauslosen von 4-PS in 
Salzlosungen werden diese Partikel dann in das Innere der Hulle freigesetzt. 

Die Inkorporation von Wirkstoffen in den von den Hullen umschlossenen 
Innenraum kann aber auch durch vorherige Einbringung der Wirkstoff e in die 
Templatpartikel bei Verwendung von reversiblen Mikrogelen als Templat- 
partikel durchgef uhrt werden . So ermoglicht beispielsweise die Verwendung 
von teilvernetzten Methylolmelaminkernen vor der Beschichtung, In 
gequollene Kerne Substanzen zu inkorporieren, die nach einer reversiblen 
Schrumpfung im Kern eingeschlossen sind. 

Die Kapsein konnen auch auf einer Oberflache immobilisiert werden. Die 
Einstellung der Ladung der auBeren Schicht und die freie Funktionalisier- 
barkeit der AuBenhulle eriaubt eine vom Zustand der eingeschlossenen 
Molekule unabhangige Immobilisierung der Kapsein. Dies erof fnet zahlreiche 
Anwendungsmoglichkeiten, vor allem im Bereich der Sensorik und 
Oberflachenanalytik. Dabei konnen die mit Polyelektrolyt beschichteten 
Templatpartikel an eine Oberflache adheriert und die Templatpartikel dann 
aus den berelts immobilisierten beschichteten Kernen herausgelost werden, 
um immobilisierte Kapsein zu bilden. Ebenso kann jedoch die Auflosung der 
Kerne vor einer Deponierung an der Oberflache erfolgen. 
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Die Kapsein konnen auf zahlreichen Anwendungsgebieten, beispielsweise 
Sensorik, Oberflachenanalytik, als Emulsionstrager, Mikroreaktionsraume 
wie etwa fur katalytische Prozesse, Polymerisation-, Prazipitations- oder 
Kristaliisationsprozesse, in der Pharmazie und Medizin, z.B. zum Targeting 
von Wirkstoffen oder als Ultraschallkontrastmittel, in der Lebensmittel- 
technologie, Kosmetik, Biotechnologle, Sensorik, Informationstechnoiogie, 
Druckindustrie (Einkapselung von Farbstoffen), photographische Industrie 
und fur Tiermedizin oder Landwirtschaft (Wirkstoffe fur Tiergesundheit, 
Wirkstoffefur Landwirtschaft oder Gartenbau) eingesetzt werden. Weiterhin 
konnen die Kapsein zum Aufbau von Mikro- bzw. Nanokompositen, d.h. 
Werkstoffen, die aus mindestens zwei verschiedenen Materialien bestehen 
und eine mikro- bzw. nanoskopische Ordnung aufweisen, eingesetzt 
werden. 

Bei der Verwendung der Kapsein als Reaktionsraume konnen nieder- 
molekulare Substanzen, wie z.B. Edukte und Produkte, durch die Hullwande 
permeiren, wahrend beispielsweise die Katalysatoren eingeschlossen sind. 
Bei der Verwendung von mit Katalysatoren beladenen Mikro- bzw. 
Nanokapsein, wobei die Kapsein beispielsweise in einer Saule gepackt sind, 
steht fur die Reaktion betrachtlich mehr Katalysator zur Verfugung, als bei 
herkommlichen oberflachengebundenen Katalysatoren, da dort die Grofie der 
Oberf lache limitierend ist. Besonders vorteilhaft ist daK der Katalysator im 
Kapselinneren von der Produktion nicht durch aufwendige Verfahren wieder 
abgetrennt werden muB. Weiterhin ist die Lebensdauer der Katalysatoren 
verbessert, da makromolekulare Stoffe, insbesondere Bakterien und Pilze, 
nicht durch die HQIIwande gelangen konnen. Dadurch werden die an viele 
Verfahren gestellten hohen Anforderungen an die Sterilitat verringert, was 
viele, technisch einfache Anwendungen von biologischen Katalysatoren 
eroffnet. 

Auch Sensormolekule konnen in die Kapsein eingeschlossen werden. Dabei 
kann es sich um Enzyme handeln, die in Anwesenheit eines Substrats unter 
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geeigneten Bedingungen optisch oder auf andere Weise nachweisbare 
Produkte, beisptelsweise farbige oder fluoreszierende Produkte bilden. Es 
kdnnen aber auch elektrisch aktive Sensormolekule, insbesondere oxidier- 
bare oder reduzierbare Stoffe, eingeschiossen werden, wobei die Kapsein 
auf Elektroden immobilisiert werden kdnnen. Hier ist neben der schutzenden 
Funktion der Kapsein insbesondere von Vorteil, da& das Sensormoiekul, 
nicht direkt mrt der Elektrode in Beruhrung kommt. 

Die Kapsein konnen auch zur Herstellung von Kristallen oder amorphen 
Prazipitaten aus organischen oder anorganischen Materiaiien oder zum 
Einschlufi von organischen oder anorganischen Kristallen oder amorphen 
Prazipitaten verwendet werden. Bevorzugtdtenen die Kapsein als Kristallisa- 
tions- Oder Prazipitationsraum bzw. Template zur Herstellung von ins- 
besondere monodispersen Kristallen oder Prazipitaten. Mit den erfindungs- 
gemaden Kapsein ist ein hoher Grad an Monodispersitat zu erhalten, da die 
maximaie GroBe der eingeschlossenen Partikel durch die GroBe der Kapsein 
begrenzt ist. Als Kristallisationskeime konnen chemische Gruppen an der 
inneren Hiiliwand verwendet werden. Dazu werden beim schichtweisen 
Aufbau der Hulle der Kapsein in der innersten Schicht Molekule verwendet, 
die Seitenketten aufweisen, die das Kristallwachstum begunstigen. So 
kdnnen beispieisweise Polyphosphate an der Innenseite der Hulle aufge- 
bracht werden, um im Inneren CaCOa zu bilden. Als auBerste Schicht der 
Polyelektrolythulle der Kapsein werden gunstigerweise Polyelektrolyte 
verwendet die ein Kristallwachstum unterdrucken, beispieisweise Amine. 

Die Kapsein kdnnen auch zum Aufbau von Mikro- bzw. Nanokompositen 
verwendet werden. Mikro- und Nanokomposite sind Werkstoffe, die aus 
mindestens zwei verschiedenen Materiaiien bestehen und eine mikro- bzw. 
nanoskopische Ordnung aufweisen. Solche Komposite imitieren oftmals in 
derNatur vorliegende Produkte, wiez.B. Muschelschalen, die aus Nanokom- 
positen von gewohnlichen Kalk- und EiweiBmolekulen bestehen. Solche 
Komposite haben bei geringem Gewicht eine uberraschend hohe Festigkeit. 
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Durch die Assemblierung konnen makroskopische Strukturen geordnet 
aufgebaut warden. 

Antsotrope Hullen, die unter Verwendung anisotrooer Tempiatpartikel, z.B. 
biologischer Templatpartikel hergestellt wurden, eriauben in Verbindung mit 
z.B. Kristallisation oder/und Prazipitation die Herstellung von Kompositen mit 
anisotropen Eigenschaften. So konnen beispielsweise magnetische Ellipsolde 
hergestellt werden, z.B. durch Fullung mit magnetischen Partikein oder/und 
durch Adsorption von magnetischen Nanopartikein auf der Polyelek- 
trolythulle. Im Magnetfeld zeigen diese anisotropen Partikel eine Orientie- 
rung, wodurch die optischen Eigenschaften einer Partikelsuspension rasant 
geandert werden konnen (magneto-optischer Schalter). Auf analoge Weise 
kann man mit ferroelektrischen Partikein verfahren. Mit Hilfe dieser Teilchen 
kann man beispielsweise mit einem rotierenden Feld kleine Schaufelrader 
zum Pumpen erzeugen (Mikromechanik). Daneben konnen anisotrope 
Partikel durch Dissipation erwarmt werden. Dies kann zur Erzeugung extrem 
lokalisierter Warmequellen genutzt werden, die man mit elektrischen bzw. 
mit magnetischen Feldern bewegen kann. Dies eriaubt die Erzeugung lokaler 
Hyperthermieffekte. Weiterhin konnen durch geordnete Ausrichtung 
anisotroper Partikel Kompositmaterialien mit hierarchischer Struktur und 
interessanten makroskopischen physikalischen anisotropen Eigenschaften 
erzeugt werden. 

Wie bereits ausgefuhrt, kann die Permeabilitat der Polyelektrolythulle durch 
Modifikationen, z.B. Aufbringen von Lipidschichten, gesteuert werden. Dies 
kann fur pharmazeutischen Anwendungen genutzt werden, indem nach der 
Verkapseiung polarer niedermolekularer Substanzen Lipide auf die Hulle 
aufgetragen werden, um auf diese Weise die Permeabilitat der Hulle fur die 
verkapselten Substanzen zu vermindern. Der verkapselte Stoff kann nur 
noch langsam durch die Lipidschicht mit einer liber lange Zeit konstanten 
Rate austreten, was fur pharmakologische Applikationen oftmals wun- 
schenswert ist. 
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Durch die Verkapselung und anschlieBende Auflosung von Templaten 
konnen formgetreue dreidimensionale Abdrucke von Templatpartikein 
hergestellt warden. Bei Blockvernetzung der Polyelektrolythulien erhalt man 
mesoporose Materialien mit monodisperser formgetreuer Porenverteilung. 
Diese Materialien besitzen eine hohe innere Oberfiache verbunden mit hoher 
Festigkeit und machen sie zu hervorragenden Filtersubstanzen fur indu- 
strielle Zwecke. Durch Auswahl der Template (Form und GroBe) k5nnen 
mesoporose Materialien mit vorgegebenen Poren hergestellt werden. 

Naturlich kann durch Variation der fur die Herstellung der Polyelektrolythulle 
verwendeten Materialien auch die Oberflachenchemie in weiten Bereichen 
variiert warden, 

SchlieBlich konnen die Polyelektrolythulien auch zur Erzeugung von pH- 
Gradienten zwischen dem inneren der Hulle und dem die Hulle umgebenden 
Volumen verwendet werden. Dieser pH-Gradient kann wiederum zu 
effizienten Beladungen der Hutlen mit Wirkstoffen ausgenutzt werden. 

Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung ist das Aufbringen mehrerer 
aufeinanderfolgender Schichten auf einen Trager durch ein Filtrationsver- 
fahren. Durch diese Methode konnen mit Polyeiektrolytmolekule beschich- 
tete Kapsein effizient, auf einfache Weise und in gro&em Mal^tab 
hergestellt werden. Oberraschenderweise konnen selbst empfindliche 
Templatpartikel wie biologische Zellen durch ein Filtrationsverfahren 
beschichtet werden. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zum Aufbringen mehrerer 
Schichten von Beschichtungssubstanzen auf Templatpartikel umfassend die 
Schritte: 

(a) Inkontraktbringen des Templatpartikels mit einer ersten Beschich- 
tungssubstanz in einem fluiden, vorzugsweise wassrigen Reaktions- 
medium in einem Reaktionsraum, der auf mindestens einer Seite 
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durch eine Filtrationsmembran begrenzt ist, unter Bedingungen, bei 
denen eine Schicht der ersten Beschichtungssubstanz auf dem 
Tempiatpartikel gebildet wird, 

(b) Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit 
gegebenenfalls darin enthaltener uberschussiger erster Beschich- 
tungssubstanz durch die Filtrationsmembran in einen Filtratraum, 
wobei vorzugsweise die uberschussige erste Beschichtungssubstanz 
im wesentlichen votlstandig abgeleitet wird, 

(c) Inkontaktbringen des Templatpartikels mit einer zweiten Beschich- 
tungssubstanz in einem flutden Reaktionsmedium in einem Reak- 
tionsraum der auf mindestens einer Seite durch eine Filtrations- 
membran begrenzt ist, unter Bedingungen, bei denen eine Schicht der 
zweiten Beschichtungssubstanz auf dem Tempiatpartikel gebildet 
wird, 

(d) Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit 
gegebenenfalls darin enthaltener uberschussiger zweiter Beschich- 
tungssubstanz durch die Filtrationsmembran in einen Filtratraum, 
wobei vorzugsweise die uberschussige zweite Beschichtungssubstanz 
vorzugsweise im wesentlichen vollstandig abgeleitet wird, und 

(e) gegebenenfalls mehrmaliges Wiederholen der Schritte (a) und (b) 
oder/und (c) und (d). 

Als erste und zweite Beschichtungssubstanzen warden vorzugsweise 
jewetis entgegengesetzt geladene Polyelektroiytspezies oder Gemische von 
Polyelektrolyspezies verwendet. Weiterhin konnen als Beschichtungssub- 
stanzen auch Nanopartikel, amphiphiie Polyelektroiyte, Lipide oder/und 
Tenside verwendet werden. 

Die Tempiatpartikel werden vorzugsweise aus Partikein mit einem Durch- 
messer von bis zu 50 jjiu, insbesondere bis zu 10 fim ausgewahlt. 
Vorzugsweise werden auflosbare Partikel wie zuvor genannt, z.B. teilver- 
netzte Melaminformaldehydpartikel, bioiogische Partikel oder Aggregate 
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biologischer oder/und amphiphiler Materialien, insbesondere biologische 
Aggregate wie Zellen, Zellaggregate, Viruspartikel etc. verwendet. 

Urn eine volistandige Entfernung Qberflussiger Beschichtungssubstanz nach 
einem Beschichtungsschritt zu ermoglichen, wird wahrend oder/und nach 
Schritt (b) oder/und (d) ein Waschmedium, z.B. Wasser oder eine wassrige 
Pufferldsung in den Reaktionsraum eingebracht. Insbesondere bei empf indli- 
chen Templatpartikein wie biologischen Aggregaten erfolgt die Zugabe des 
Waschmediums derart, da&das im Reaktionsraum befindliche Volumen des 
Mediums gema& einem vorgegebenen Programm gesteuert wird, z.B. in 
Schritt (b) oder/und Schritt (d) im wesentlichen konstant bleibt. 

Die Schritte (a) und (c) konnen jeweils im gleichen Reaktionsraum, aber 
auch in unterschiedlichen Reaktionsraumen durchgefuhrt werden. Die 
Filtrationsmembranen werden zweckmaBigerweise so gewahit, dafi sie 
einerseits in der Lage sind, partikelformige Templatmaterialien zuruckzu- 
halten, aber andererseits eine rasche Entfernung des verbrauchten 
Reaktionsmediums ermoglichen. Beispiele fiir geeignete Filtermaterialien sind 
Polyamid, Cellulosenitrat und Celluloseacetat. Um bei empfindlichen 
Templatpartikein eine Aggregatbildung oder/und ein Verstopfen des Filters 
zu vermeiden, wird das Verfahren unter Bedingungen durchgefuhrt, welche 
die Adhasion von Templatpartikein unterdrucken. So konnen gegebenenf alls 
fur jeden Filtrationsschritt Membranen verwendet werden. die eine 
gleichsinnige Ladung wie die im jeweiligen Schritt verwendete Polyeiek- 
trolytspezies ha ben. 

Die Filtration kann durch Aniegen eines Oberdrucks im Reaktionsraum 
oder/und eines Vakuums im Filtratraum beschleunigt werden. Bei empfindli- 
chen Templatpartikein, insbesondere biologischen Aggregaten, wird die 
Filtration im wesentlichen ohne Druckdifferenz (Druckdifferenz ^ ± 0,5 
bar) zwischen Reaktionsraum und Filtratraum durchgefuhrt. Weiterhin istein 
Ruhren des Reaktionsraumes zumindest wahrend der Schritte (a) oder/und 
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(c), insbesondere ein kontinuieriiches Ruhren wahrend des gesamten 
Prozesses in vielen Fallen vorteilhaft. 

Das erfindungsgemaBe Membranfiltrationsverfahren ist kontinuierlich 
durchfuhrbar, erlaubt die Produktion grd&erer Mengen an beschichteten 
Partikein in kurzester Zeit, ist visuell kontroliierbar und verhindert weitestge- 
hend die Aggregatbildung von Teilchen. Das Verfahren kann im groRtechni- 
schen Ma&stab durchgefOhrt werden und kann aufgrund seiner Flexibilitat 
an verschiedene Anforderungen der speziellen Partikel und Beschichtungs- 
systeme adaptiert werden. Bei Verwendung losHcher Templatpartikel kann 
der Abbau der Kerne kontinuierlich im AnschluK an die Beschichtung 
erfolgen. 

Die Erfindung wird durch die beigefugten Figuren und Beispiele werter 
eriautert. 

Fig.l stellt eine schematische Veranschaulichung einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens dar. 

Fig. 2 zeigt die Schichtdicke als Funktion der Zahl der Schichten bei der 
Absorption von Poly(allylaminhydrochlorid) (PAH) und Poly{styrolsul- 
fonat, Natriumsaiz) (PSS) auf negativ geladene Polystyroi (PS)- 
Latexpartikel. 

Fig. 3 zeigt ein SEM-Abbild (Rastereiektronenmikroskopie) einer Polyelek- 
trolythulle mit neun Schichten [(PSS/PAH)4/PSS] nach Auflosung des 
Kerns. Die auBere Schicht ist PSS. 

Fig. 4 zeigt ein TEM-Abbild (Transmissionselektronenmikroskopie) einer 
Polyelektrolythulle mit neun Schichten «PSS/PAH)4/PSS1. 
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Fig. 5 zeigt atomkraftmikroskopische Abbildungen von PSS/PAH-Polyelek- 
trolythullen. Die Zahl der Polyelektrolythullen betragt in Fig. 5(A) 3 
[PSS/PAH/PSS] und in Fig.5(B) 9 I(PSS/PAH)4/PSS]. 

Fig.6 zeigt ein AFM-Abbild von PS-Latexteilchen mit 1 ,28//m Durchmesser 
und einer Polyelektrotythulle mit sechs Schtchten (PAH/PSS),. Die 
auBere Schicht ist PSS. 

Fig. 7 zeigt normalisierte Lichtstreuungs-lntensitatsverteilungen von 
PAH/PSS-beschichteten PS-Latexpartikeln. Partikel mit 11 und 21 
Schichten werden mit den unbeschichteten Partikeln verglichen. 

Fig. 8 zeigt ein TEM-Abbild eines PS-Latexpartikels beschichtet mit vier 
Schichten PAH/PSS und anschlieBend drei Schichtpaaren bestehend 
jeweils aus einer Schicht Magnetit und einer Schicht PSS. Die Skala 
entspricht 200 nm. 

Fig. 9 zeigt ein AFM-Abbild einer Polyelektrolythulleerzeugtdurch Beschich- 
tung eines 3,7 //m MF-Latexpartikels mit 1 0 Schichten PSS/PAH und 
anschlieKende Aufldsung des Templatpartikels. 

Fig. 10 zeigt ein AFM-Abbild von Polyelektrolythullen erhalten durch 
Beschichtung von Glutardialdehyd-fixierten humanen Ery- 
throzyten mit zehn Schichten PSS/PAH und anschiie&ende 
Aufiosung des Templatpartikels. Die Skalenwerte der Achsen 
sind in jjn\ und die Werte der Hohenskala in nm angegeben. 

Fig.1 1 zeigt ein AFM-Abbild von Polyelektrolythullen erhalten durch 
Beschichtung von 3,7 //m MF-LatexpartikeIn mit zehn Schich- 
ten Chttosan/Chitosansulfat und anschliellende Aufiosung des 
Templatpartikels. 



wo 99/47252 PCT/EP99/01855 

-27- 

Fig. 1 2 zeigt ein CLSM-Abbildung von Chitosan/Chitosansulfatmikro- 
kapsein bestehend aus elf Schichten, wobei als auKerste 
Schicht FITC-markiertes PAH verwendet wurde. 



5 Fig. 13 zeigt das Zetapotential von beschichteten und mit Ciiitosan/- 
Chitosansulfat beschichteten 3,7 //m MF-Latexpartikeln. 



Fig. 14 zeigt die Fluoreszenzintensitat einer 6-CF als Fluoreszenzmar- 
ker enthaltenden Suspension von Polyelektrolythullen gegen- 
10 uber dem pH-Wert des umgebenden Mediums die durch HCI 

Oder H-PSS mit dem jeweils angegebenen Molekulargewicht 
titriert wurde. 

Fig.1 5 zeigt die Beziehung des pH-Werts im Inneren der Kapsein zum 
15 pH-Wert des umgebenden Mediums, titriert mit H-PSS (MW 

4200) in Abwesenheit von Salz (ausgefullte Kreise) und in 
Gegenwartvon 1 mM NaCI (leere Kreise). Diegestriohelte Linie 
zeigt die durch Titration der Kapseldispersion mit HCI erhaltene 
Kontrolle. 



20 
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Beispieie 

Beispiel 1 Herstellung von teilvernetzten Melaminformaldehyd-Templat- 
partikeln 

Monodisperse Melaminformaldehydpolymerpartikel konnen durch eine 
Polykondensationsreaktion aus Melaminformaldehydprakondensaten im 
GroBenbereich bis zu 15 Ami hergestellt warden (vgl. DD 224 602). Die 
GroBe der Partikel kann durch die Monomerkondensation, den pH-Wert, die 
Reaktionstemperatur und den Tensidzusatz beeinfluBt werden. Bei den im 
Stand der Technik beschriebenen Verfahren werden hochvernetzte Partikel 
erhalten, die in den meisten organischen Losungsmittein, wie etwa Xylol, 
Toluol und Alkohol so wie in Sauren und Basen unloslich sind. Zur Herstel- 
lung von auflosbaren, teilvernetzten Melaminformaldehyd-Templat-Partikeln 
wird das im Stand der Technik beschriebene Verfahren modifiziert, indem 
der PolykondensationsprozeB auf einer bestimmten Initialstufe der Reaktion 
unterbrochen wird. Dadurch werden in waBrigen Medien losliche Kerne 
erhalten. Der Abbruch der Reaktion kann durch rasche Temperaturabsen- 
kung, durch Veranderung des pH-Werts in den alkalischen Bereich und 
durch WahlgeeigneterPrakondensate, insbesondereTetramethylolmelamin, 
erreicht werden. 

Die so erhaltenen Kerne konnen durch Saurezugabe und/oder durch 
bestimmte chemische Reaktionen, insbesondere Sulfonierung in waBrigen 
Medien, aufgeldst werden. Als Sulfonierungsagentien konnen insbesondere 
Alkalisulfite, Alkalihydrogensulfite und andere wasserlosliche Saize der 
schwefligen Saure eingesetzt werden. Die Auflosbarkeit der Kerne kann 
durch den Zeitpunkt der Unterbrechung des Polykondensationsprozesses 
beeinfluBt werden. Die Unterbrechung wird 1 min bis 3 h nach Start der 
Reaktion in Abhangigkeit der Reaktionsbedingungen und in Abhangigkeit der 
gewunschten Auflosbarkeit der Kerne durchgefuhrt. Die Auflosungs- 
geschwindigkeit kann weiterhin durch die Wahl von pH-Wert, Temperatur 
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und Sulfoniemngsreagens gesteuert werden. Somit ist es moglich, Kerne 
mit einer Auflosegeschwindigkeit von 0,1 s bis 10 h, wiederum in 
Abhangigkeit der Aufiosungsbedingungen, zu erhalten. Diese auflosbaren 
Melaminf ormaldehydpartikel werden hierin als teiivernetzte Melaminformal- 
dehydpartikel bezeichnet. 

Beispiel 2 Herstellung von leeren PolyelektrolythQIIen unter Verwendung 
von Meianinformaldehydpartikein als Templat 

2.1 

Auf wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellte monodisperse, kolloidale, 
teiivernetzte Melaminformaldehydpartikel (MF) mit einem Durchmesser von 
2,0 bzw. 3,3 /m) werden schrittweise Polyelektrolyte aus verdunnten 
waBrigen Losungen aufgebracht (vgl.Fig.l). Die Polyelektrplytschichten 
werden durch alternierende Adsorption von entgegengesetzt geladenen 
Polyionen, beginnend mh der Adsorption eines negativ geladenen Poly- 
anions (z.B. Polystyrolsulfonat, Natriumsalz; PSS) auf die positiv geladenen 
MF-Partikel aufgebracht. Typische Adsorptionsbedingungen waren 20 mM 
Polyelektrolyt (Konzentrationsangabe bezogen auf Monomer) 0,5 M NaCI bet 
Partikelkonzentrationen von 0,5 Gew.-%. Die Adsorptionsdauer betrug 
20 min. Die MF-Partikel hatten eine Dichte von 1,5 g/cm^. 

Nach Beendigung dieses Adsorptionszykius wurde uberschussiger Elektrolyt 
durch wiederholte Zentrifugations/Waschzyklen entfernt. Dazu wurden die 
beschichteten Kerne bei einer Zentrifugationsgeschwindigkeit von 2000 
U/min (unter Verwendung eines Eppendorf-Rotors) abgesetzt. Dann wurden 
drei Waschschritte mit entionisiertem Wasser vor der Zugabe des nachsten 
Polyelektrolyten durchgefuhrt, urn die vollstandige Entfernung von 
nichtadsorbiertem Polyelektrolyten sicherzustellen. Durch Wiederholung 
dieser Vorgehensweise kann die gewunschte Zahl von Polyelektrolyt- 
schichten aufgebracht werden. 
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AnschlieBend wurde der pH-Wert auf < 1,6 erniedrigt, wodurch die MF- 
Kerne innerhalb weniger Sekunden auf gelost werden . Die Fragmente dringen 
durch die Poren der Hulle nach aufien und konnen entfernt werden, so daB 
eine leere PolyelektrolythQIle erhalten wird. Bei pH-Werten oberhalb 1 ,8 wird 
keine nachweisbare Aufldsung der Kerne beobachtet. 



2.2 



100 ^l\ einer 3%-igen Dispersion von teilvernetzten Melaminformaldehyd- 
Partikeln mit einer Partikelgrofie von S/zm werden mit 400/;! einer Losung 
von 20 mono mM PSS in 0,5 M NaCI versetzt. Nach einer Einwirkzeit von 
5 min unter leichtem Schuttein wird 1 ml reines Wasser zugesetzt. Nach 
Zentrifugation bei 2000 U/min wird der Oberstand decantiert, das Sediment 
mit reinem Wasser auf gef ullt und die Zentrifugation wiederholt. Abermaiiges 
Decantieren und ein weiterer Zentrifugationszyklus ergeben gereinigte, mit 
einer PSS-Schicht bedeckte MF-Partikei. In analoger Weise wird an- 
schlieSend eine Poly(allylaminhydrochlorid)-Schicht (PAH) aufgebracht. 
Diese Zyklen werden abwechseind in Abhangigkeit von der gewunschten 
Zahl der Schichten wiederholt. Nach dem Zentrifugationszyklus am Ende 
des Aufbaus der letzten Schicht werden 1 ml einer 0,1 N Salzsaure 
zugegeben. Nach etwa 5 min Schuttein erhalt man eine klare Losung, da die 
durch die Partiket verursachte Trubung der Losung verschwunden ist. 
Anschlie&end zentrifugiert man fur etwa 10 min bei 10 000 U/min. Bei 
dieser Zentrifugation scheidet sich ein feiner, leicht milchig wirkender 
Bodensatz ab, der die gebildeten PolyelektrolythQIIen enthalt. Bereits ein 
leichtes Schuttein nach Zusatz von Wasser ist ausreichend um die Hullen 
zu resuspendieren. Nach zwei weiteren Zentrifugationsschritten erhalt man 
eine gereinigte, 3%-ige Dispersion von spharischen, monodispersen 
PolyelektrolythQIIen in Wasser. Eine Probe dieser Hullen kann durch 
Rasterelektronenmikroskopie, Transmissionselektronenmikroskopie und/oder 
Atomkraftmikroskopie untersucht werden. 
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2.3 

1,59 mg Na-Polystyrolsulfonat (PSS) werden einer Dispersion von teilver- 
netzten Melaminformaldehydpartikein in 0,5 M NaCi zugesetzt. Die MF- 
Dispersion enthalt insgesamt 2,2 x 10° Partikeh Nach zwanzigminutigem 
leichtem Schutteln werden 0,81 mg Polyallylaminhydrochiorid zugesetzt. 
Nach wiederum 20 min werden unter leichtem Schutteln 1,59 mg PSS 
zugegeben. Diese Vorgehensweise wird 5x mit jeweils einer PAH- und einer 
PSS-Zugabe wiederholt. Man erhalt dadurch Melaminformaldehydpartikel, 
die mit 1 3 alternierenden Schichten bedeckt sind. Durch Zugabe von 10 ml 
1 N-Salzsaure wird der pH-Wert erniedrigt, so daB sich die MF-Kerne 
aufiosen. Durch die Zentrifugation bei 15 000 g fQr 15 min werden die 
Poiyelektrolythullen vom Oberstand abgetrennt. 

Beispiel 3 Charakterisierung der Poiyelektrolythullen 

3.1 Abhangigkeit der Schlchtdicke von der Anzahl der Schichten 

Auf negativ geladene Polystyrol (PS)-Latexpartikel wurden abwechseind 
Schichten aus Polylallylaminhydrochlorid) (PAH) und Poly(styrolsuIfonat, 
Natriumsaiz) (PSS) adorbiert. Die Schlchtdicke wurde durch Einzelteilchen- 
Lichtstreuung gemessen. Der Intensitatsanstieg des gestreuten Lichts istein 
Ma& fur die adsorbierte Menge und wurde in die Schlchtdicke unter 
Verwendung des Refraktionsindex der Polyeletrolytschichten konvertiert. 
Das Insert in Fig.2 gibt das aus eiektrophoretischen Mobilitatsmessungen 
(Malvern Zetasizer 4) abgeleitete Zetapotential f Or die Adsorption von PAH 
und PSS auf Polystyrolpartikel (ausgefullte Kreise) und iur die Adsorption 
von PSS und PAH auf positiv geladene MF-Partikel (offene Kreise) an. 

Das Zetapotential ist ein Ma& fur die effektive Ladungsdichte auf der 
Partikeloberfiache. Wie aus Fig. 2 ersichtlich ist, tritt eine Umkehrung des 
Oberflachenpotentials mit der Adsorption jeder Polyelektrolytschicht auf die 
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Polystyrol- bzw. MF-Partikelauf . Eine Umkehrung des Oberflachenpotentials 
begunstigt die anschlieKende Adsorption des entgegengesetzt geladenen 
Poly ions. 

Flugzeitmassenspektrometrische Untersuchungen haben gezeigt, daK bei der 
Auflosung der teilvernetzten MF-Templatpartikel bei einem pH-Wert < 1 ,6 
MF-Oligomere gebildet werden, die hauptsachlich aus 5-10 Einhetten 
Tetramethylolmelamin bestehen. Diese MF-Oligomere haben eine charak- 
teristische Querschnittsausdehnung von etwa 1 nm, wie durch molekulare 
Dynamiksimulationen bestimmt (unter Verwendung des Programms 
DISCOVERY). Diese Oltgomere werden aus dem Kern ausgestoKen und 
permeiren durch Polyelektrolytschichten, die die Hulle bilden, und konnen 
schlieBlich von den leeren Schalen durch Zentrifugation abgetrennt werden. 
Dies bestatigt, 6aQ> die Hullen fur Molekule mit einer GroEe im Bereich von 
wenigen nm, insbesondere ^10 nm, bevorzugt < 5 nm, leicht permeabel 
sind. 

3.2 Rastereiektronenmikroskopische Untersuchungen der Poiyelek- 
trolythullen 

Die Polyeiektrolythullen wurden mittels Rasterelektronenmikroskopie (SEM) 
untersucht. Zunachst wurde ein MF-Kern mit einem Durchmesser von 3,3 
/jm mit 9 Polyelektrolytschalen [(PSS/PAH)4/PSS] beschichtet. Die auBerste 
Schicht ist PSS. Nach Auflosung des MF-Kerns wurden die erhattenen 
Kapsein mit SEM untersucht. Wie aus Fig. 3 ersichtlich, iiegen die Durch- 
messer im Bereich von 4,0 ± 0,5 /mi. Die Schalen werden durch eine 
Starke elektrostatische Anziehung an die positiv geladene, Poly(ethylenimin)- 
beschichtete Glasoberflache immobiiisiert. Weiterhin tritt wahrend der 
Untersuchung ein gewisses Ausmafi an Austrocknen der Kapsein ein. Dies 
fuhrt dazu, daB die Hulle faltig wird. Wie jedoch aus Fig. 3 ersichtlich ist, 
sind keine Locher Oder Ri&spuren in den Hullen zu finden. 
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Die SEM-Messungen wurden unter Verwendung eines ZeiB-DSM40- 
Instruments durchgef uhrt, welches bei einer Beschleunigungsspannung von 
15 KeV betrieben wurde. Die Proben wurden durch Aufbringen eines 
Tropfens einer die Hullen enthaltenden Losung auf Poly(ethylenimin)- 
beschichtetes Glas hergestellt. Nachdem sich die Hullen auf den Glastragern 
abgesetzt hatten, wurden sie grundlich mit Wasser gespult und vorsichtig 
unter einem Stickstoffstrom getrocknet. 

3.3 Transmissionselektronenmikroskople (TEM) 

Auf MF-Templatpartikel mit einem Durchmesser von 2 ^m wurden neun 
Schichten Polyelektrolyt [{PSS/PAH)4/PSS] aufgebracht. AnschlieBend 
wurden die Templatpartikel aufgelost. Die Proben wurden mit Glutardialde- 
hyd, OSO4 und K2Cr207 fixiert, in Ethanol/Aceton dehydriert, in ein Epon 
81 2/Araldit M-Harz eingebettet und in einem Of en fur zwei Tage polymeri- 
siert. Dunnschnitte (80 bis 100 nm) wurden unter Verwendung eines 
Reichert-Ultratom angef ertigt und mit Uranylacetat und Bleicitrat eingef arbt. 
Die Messungen wurden auf einem JEOL 100 B Elektronenmikroskop 
durchgefuhrt. 

Wie aus Fig.4 ersichtlich, kann die angefarbte Polyeiektrolytschicht, die das 
weniger angefarbte Zeliinnnere umgibt, deutlich identifiziert werden. Die 
homogene Form der Hullen zeigt, da&die hergestellten Kapsein sowohl den 
Durchmesser ais auch die spharische Form der Templatpartikel beibehalten, 
unter der Voraussetzung, da&die innere waKrige Losung nicht entfernt wird. 
Weiterhin ist zu erkennen, daS die Dicke der aus neun Schichten bestehen- 
den Polyelektrolythulle in der GroKenordnung von 20 nm ist. Dieser Wert 
stimmt mit den in Flg.2 gezeigten Daten fur Polyelektrolyt-beschichtete 
Polystyrolparttkel uberein. Daraus kann man schiieKen, daR die Art der 
Templatpartikel die Dicke der Polyelektrolytschichten nicht wesentlich 
beeinfluBt. Aus dem TEM-Abbild ist auch ersichtlich, daS die Polyelek- 
trolythullen weder Risse noch Locher aufweisen. 
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3.4 Atomkraftmikroskopische (AFM) Untersuchungen 
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PSS/PAH-Polyelektrolythullen wurden unter Verwendung von MF-Templat- 
partikeln mit einem Durchmesser von 3,3 //m wie oben beschrieben 
hergestellt. Die Zahl der Poiyelektrolytschichten betrug 3 [PSS/PAH/PSS] 
(Fig.5(A)) bzw. 9 [(PSS/PAH)4/PSS] (Fig.5(B)). Diese Kapsein wurden mit 
AFM tm Tapping Mode (TM) untersucht. Fig.5 zeigt, daK die dreidimensio- 
nalen Polyelektrolythullen durchgehende Folien sind, die Falten aufvy^eisen, 
die von der Verdampfung des waHrigen Inneren resuttieren. Wie zu sehen 
ist steigt die Hohe der Kapsein mit ansteigender Schichtzahl an. Die 
maximale Hohe der getrockneten Hullen in Abbildung A liegt in der 
Grdlienordnung von 50 nm und in Fig. 5(B) in der GroKenordnung von 100 
nm. 

Beispiel 4 Herstellung von tragerfixierten Polyelektroiythullen 

Ein sorgf altig gereinigter Glastrager wird 5 min in eine waBrige Losung von 
0,5 mg/ml Polyethylenimin eingetaucht. Danach blast man den Glastrager 
in einem Sticks toff Strom trocken. 100 //I einer 3%-igen Dispersion aus 
teilvernetzten Melaminformaldehydpartikein mit einer Parttkelgrofie von 
1 fjxn Durchmesser werden mit 400 //I einer 20 mono-mM Na-Poly (styrolsul- 
fonat)-losung NaCI versetzt. Nach 5 mtn unter leichtem SchutteIn wird 1 ml 
reines Wasser zugesetzt. Nach Zentrifugation bei 2000 U/min wird der 
Uberstand decantiert, das Sediment mil reinem Wasser aufgefullt und die 
Zentrifugation wiederholt. Nach abermaligem Decantieren und einem 
weiteren Zentrifugationszyklus erhalt man mit einer PSS-Schicht bedeckte 
MF-Partikel. AnschlieBend gibt man 400 //I einer 20 mono-mM-Polydiallyldi- 
methylammoniumchloridlosung in 0,5 M NaCI zu den Partikein und inkubiert 
fur 20 min Diesen Vorgang wiederholt man ein zweites Mai. AnschlieKend 
werden die Partikel wiederum wie oben beschrieben mit PSS beschichtet 
und dreimal zentrifugiert. Das Sediment wird in 0,5 ml reinem Wasser 
redispergiert und auf den Glastrager aufgebracht. Nach 5 min taucht man 
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den Glastrager fiir 5 min in eine 0,1 N Salzsaurelosung. Danach taucht man 
das Glasplattchen ohne Zwischentrocknung fur jeweils 5 min dreimal in 
reines Wasser. Danach wird das Glasplattchen in einem leichten Stickstoff- 
Strom getrocknet. Als Resultat erhatt man dichtgepackte, auf einern 
Polyethylenimin-beschichteten Glastrager fixierte Polyelektrolythullen, die 
aus 5 Schichten bestehen. 

Beispiel 5 EinschluH von Wirkstoffen in Polyelektrolythullen 

100 /j\ einer 2%-igen Dispersion aus teilvernetzten Melaminformaldehyd- 
partikeln mit einer Partikelgrd&e von 0,9 //m Durchmesser werder mit 400 //I 
einer 0,5 M NaCI-Losung, pH 6, versetzt, die 0,5 mg/ml Polymilchsaure 
enthalt. Nach 5 min unter leichtem Schuttein wird 1 ml Wasser zugesetzt. 
Nach Zentrifugation bei 2000 U/min (5 cm Rotorradius) wird der Oberstand 
decantiert, Wasser nachgefuilt und die Zentrifugation wiederholt. Nach 
abermaligem Decantieren und einem weiteren Zentrifugationszy klus werden 
mit einer Polymilchsaureschicht bedeckte Melaminpartikel erhalten. Diese 
werden mit 0,4 ml einer 1 mg/ml Lysozymlosung bei pH 6,0 versetzt und 
fur 20 min bei leichtem Schuttein inkubiert. AnschlieBend wird dreimal in 
Wasser gewaschen. Bei pH 6 wird eine weitere Polymilchsaureschicht wie 
oben beschrieben aufgebracht. AnschlieSend wird eine Poly{allylaminhydro- 
chlorid)schicht (PAH) aufgebracht, danach weitere Schichten in der Folge 
PSS/PAH/PSS. 

AnschiieBend uberfuhrt man die Partikel in eine 0,1 N Salzsaurelosung. 
Nach wenigen Sekunden bilden sich unter Aufldsung der Kerne und der 
zwei Polymilchsaureschichten mit Lysozym gef ullte Polyelektrolythullen aus. 
Diese werden zweimal bei 1 5 000 g in retnem Wasser zentrif ugiert. Der 
Oberstand wird jeweils verworfen. Man erhalt als Sediment konzentrierte, 
mit Lysozym, einem Protein, gefullte Kapsein, die eine Polyelektrolythulle 
aus 4 Schichten aufweisen. Andere biologische Makromolekule kdnnen auf 
ahnliche Weise verkapselt werden. 
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Beispiel 6 Hersteliung von leeren Polyelektrolythullen unter Verwendung 
bioiogischer Partikel als Templat 

Rinder- oder Humanerythrozyten warden mit Glutadiaidehyd in einer 
Konzentration von 2% fixiert. Nach 60 min Einwirkzeit bei 20°C wird die 
Losung abzentrif ugiert und die Erythrozyten werden viermal in btdestilliertem 
Wasser gewaschen. AnschiieBend werden die fixierten Erythrozyten mit 
ungepufferter 1 54 mM NaCI-Losung aufgefullt. 

Zur Beschichtung werden 4 m! Losung mit einer Konzentration von 0,5 g/dl 
PAH und 0,5 M NaCI bei einer Erythrozytenkonzentration von ca. 2,5% 
(y/v) angesetzt. Nach 10 min Einwirkzeit bei 20^C werden die Erythrozyten 
abzentrifugiert und zweimal in einer 154 mM NaCI Losung gewaschen. 
AnschlieBend werden 4 ml Losung mit einer Konzentration von 0,5 g/dl PSS 
und 0,5 m NaCI und einer Erythrozytenkonzentration von ca. 2,5% (v/v) 
angesetzt. Nach 10 min Einwirkzeit bei 20® C werden die Erythrozyten 
abzentrifugiert und zweimal in einer 1 54 mM NaCI-Losung gewaschen. Das 
Aufbringen von PAH und PSS Schichten kann beliebig oft wiederholt 
werden. 

Die Aufidsung des Templets kann in einer 1,2%-igen NaOCI Losung 
erfolgen. Ebenso geeignet sind handelsubliche Deproteinisierungsmittet 
(Medical Instruments) oder AbfluBreiniger (z.B. Chlorix). Die Einwirkzeit 
betragt ca. 20 min bei 20®C und l§&t sich optisch uber die verschwindende 
Trubung der Losung kontrollieren. Die verbleibenden Polymerhullen werden 
anschlieKend in NaCI-Losung gewaschen. 

Auf analoge Weise konnen auch E.coli oder Hefezellen beschichtet werden. 
Auch nichtfixierte Zellen kdnnen beschichtet werden. 
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Abschetdung von Lipidschichten auf Polyelektrolythuilen 



Zur Abscheidung von Lipidschichten auf Polyelektrolythuilen wurden zwei 
unterschiedliche Verfahren verwendet. 

7.1 

lOOpl einer Suspension von Polyelektrolythuilen warden durch wiederholtes 
Waschen in Methanol resuspendiert. Nach dem dritten Waschen werden 
anstelle von reinem Methanol 500 //I einer Lipidlosung von z.B. 1 mg/ml 
Dipalmitoylphosphatidinsaure (DPPA) oder Dipalmitoylphosphatidylcholin 
(DPPC) in Methanol dem Sediment zugesetzt. Die Hullen werden in dieser 
Methanol-Lipidlosung resuspendiert und die Suspension bei einer Tempera- 
tur von 90^C in einem Wasserbad gehalten. Der verdampfende Methanol 
wird durch tropfenweise Zugabe von Wasser in Portlonen von jewells 20 //I 
ersetzt. Der Austausch von 700 ;/l Methanol gegen Wasser dauert etwa 30 
min. 

Nach Beendigung der Verdampfung wird die Hullensuspension dreimal mit 
Wasser gewaschen und wiederholt zentrifugiert. Durch 20 min Zen- 
trifugatlon be! 25 000 Upm konnen die Lipld-beschlchteten Hullen sedimen- 
tiert werden. 

7.2 

Dispersionen von DPPA oder 90% DPPC und 10% DPPA mit einer 
Konzentration von 1 mg Lipid/ml in Wasser werden durch Ultraschall- 
behandlung hergestellt. 500 //I der resultierenden Dispersion von Lipid vesi- 
keln werden auf 200 //I einer konzentrierten Hullensuspension gegeben. 
Nach 30 min werden die Proben 20 min bei 25 000 Upm zentrifugiert. Der 
Uberstand wird entfernt und durch Wasser ersetzt. Diese Prozedur wird 
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dreimal wiederholt. Dabei wird eine konzentrierte Suspension von Lipid- 
beschichteten Hullen erhalten. 

Beispiel 8 EinschluB von organischen Losungsmittein in Polyelektrolythullen 

Eine wassrige Suspension von Polyelektrolythullen wird 5 min bei 3000 
Upm zentrifugiert. Nach Entfernen des Oberstands wird Methanol zu- 
gegeben. Die Hullen werden resuspendiert und 10 min lang bei 4000 Upm 
zentrifugiert. Erneut wird der Uberstand entf ernt, Methanol zugegeben und 
die Probe unter denselben Bedingungen wie zuvor zentrifugiert. Diese 
Prozedur wird dreimal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation mit 
Methanol wird der Uberstand durch Hexanol ersetzt. Die Hullen werden 
resuspendiert und 1 0 min bei 5000 Upm zentrifugiert. Diese Prozedur wird 
wiederum dreimal wiederholt. 

Zum Einschlul^ von Octanol, Octan oder Decan in die Hullen wird eine 
ahnliche Prozedur verwendet, wobei als Ausgangsmaterial die in einer 
Hexanollosung vorliegenden Hullen verwendet werden. Die Zentrif ugations- 
geschwindigkeit wird fur Octanol und Octan auf 7000 Upm (10 min) und 
fur Decan auf 7500 Upm (10 min) erhoht. 

Schlie&lich wird das resultierende Sediment in Wasser resuspendiert. Die 
Hullen verbleiben In der wassrigen Phase, wahrend die noch vorhandenen 
Spuren des Losungsmittels im Sediment zwischen den Hullen eine zweite 
organische Phase bilden. Durch Verwendung von Fluoreszenzmarkern fur 
die organische und die wassrige Phase kann mittels konfokaler Mikroskopie 
gezeigt werden, daS die Hullen mit organischem Losungsmittel gefullt sind. 

Die beschriebene Prozedur ermoglicht die Herstellung einer hochstabilen 
Emulsion von nichtpolaren Flussigkeiten in Wasser. Als Folge der Mono- 
dispersitat der urspriinglichen Hullen ist die erzeugte Emulsion ebenso 
monodispers. Ein weiterer Vorteil ist, daB selbst die Form der einzelnen 
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Tropfchen - abhangig vom verwendeten Templat - reguliert werden kann. 
Dies ermoglicht die Herstellung von Emulsionen mit OberflacherVolumen- 
Verhaitnissen, die von denjenigen einer Kugel verschieden sind. 

Beispiei 9 Prazipitation und Kristallisation in Polyelektrolythullen 

Die leeren Polyelektrolythullen kSnnen auch zur kontrollierten Prazipitation 
Oder Kristallisation organischer oder anorganischer Materialien verwendet 
werden. Hierzu werden Polyelektrolythullen in einer 30 mM 6-Carbof luores- 
cein (6-CF) Losung bei pH 7 inkubiert. AnschlieBend wird der pH-Wert der 
Losung rasch auf einen Wert von 3,5 verandert, bei dem 6-CF weitgehend 
unloslich wird. Nach Inkubation iiber 1 bis 12 h wird eine Mischung von 
vollstandig mit 6-CF gefullten und leeren Hullen erhalten. In weiteren 
Experimenten konnte Rhodamin B in Polyelektrolythullen durch Erhohung 
des pH-Werts prazipitiert werden. 

Die Prazipitation von Wirkstof fen kann auch durch andere Ma&nahnnen, z.B. 
Losungsmittelaustausch, Salzfallung, etc. ausgelost werden. Diese 
Ergebnisse zeigen, daS die Polyelektrolythullen als Template fur Kristailisa- 
tions- Oder Prazipitationsprozesse dienen konnen, wodurch eine Kontrolle 
der GroBe und Form von durch die Reaktion entstandenen kolloidalen 
Teilchen ermoglicht wird. 

Beispiei 10 Polymerisation in Polyelektrolythullen 

Eine 3% Ldsung von Diallyldimethyldiammoniumchlorid (DADMAC) wird in 
einer 2%-igen Suspension von Polyelektrolythullen mit dem Polymerisations- 
initiator Natriumperoxodisulfat (30 mg/IOOmI) versetzt und 9,5 h bei 70°C 
polymerisiert. Durch Zentrifugation wird das in der Volumenphase syn- 
thetisierte Polymer PDADMAC abgetrennt. Durch Behandlung mit 1 00 mM 
6-CF, das an die Aminogruppen von PDADMAC bindet, kann das Vorhan- 
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densein von an die negativ geladenen Kapselwande adsorbiertem Polymer 
und im Inneren der Kapsel befindlichem Polymer nachgewiesen werden. 



Aus 9 Schichten bestehende Polyelektrolythulien ([PSS/PAH14PSS) werden 
auf Humanerythrozyten abgeschieden und die Templatpartikel entfernt. 
AnschlieKend wird eine weitere Schicht PAH aufgetragen* Die Kapsein 
werden zur radikalischen Polymerisation von Acrylsaure zu Polyacrylsaure 
verwendet. Hierzu wird eine 3%tge Monomerldsung in einer 2%igen 
Kapselsuspension mit dem Initiator Natriumperoxodisulfat (30 mg/100 ml) 
versetzt und 9,5 h bei 70°C polymerisiert. Durch Zentrifugation wird die in 
der Volumenphase synthetisierte Polyacrylsaure entfernt. Nach Zugabe von 
100 mM Rhodamin B, das selektiv an anionische Gruppen bindet, kann das 
Vorhandensein von Polyacrylsaure adsorbiert an die negativ geladenen 
Kapselwande, aber auch im Inneren der Kapsein nachgewiesen werden. Die 
Adsorption von Acrylsaure an Kapselwande kann durch Verwendung von 
Kapsein mit einer au&eren negativen Ladung verhindert werden. 

Beispiel 1 1 Kolloidale Stabilisierung von mit organischen Losungsmittein 
gefiillten Polyelektrolythulien 

PolyelektrolythOllen In wassriger Losung werden mit DPPA (unter Zusatz 
von 5% markiertem DPPC) beschickt. Die wassrige Dispersion wird mit 
Pentanol, Octanol oder Decan gemischt. Die Proben werden fur 2 min bei 
17.000 Upm zentrifugiert. Die Mischung trennt sich In zwei Phasen auf, 
wobei die Hullen an der Zwischenschicht zwischen der wassrigen und der 
organischen Phase lokalisiert sind. Die wassrigen Phase wird extrahiert und 
die Probe dreimal mit dem organischen Ldsungsmittel gewaschen. 

Durch konfokale Mikroskopie kann nachgewiesen werden, daB die Lipide 
selbst nach Kontakt mit dem organischen Losungsmittel an den Hullen 
verbleiben und daU im Inneren der Hulle eine waBrige Phase verkapselt ist. 
Hierzu werden die Kapsein vor dem Aufbringen der Lipidschicht 1 h in einer 



wo 99/47252 PCT/EP99/01 855 

-41 - 

OJ mM 6-CF-L6sung inkubiert und die Probe nach Aufbringen der Lipide 
viermal mit Wasser zur Entfernung von uberschussigen Liplden und 6-CF 
gewaschen. Ein 12 h nach der Praparation aufgenommenes konfokales Bild 
zeigt, dad die wassrige 6-CF-L6sung immer noch Innerhalb der Hullen 
verkapselt ist. Das organische Losungsmittel zeigt keine Fluoreszenz. 

Diese Ergebnisse zeigen, da& die Polyelektrolythullen zur Verkapselung 
organischer Losungsmittel in Wasser und auch unngekehrt zur Verkapselung 
einer wassrigen Phase tm organischen Medium verwendet werden konnen. 
Somit konnen stabile Ol-in-Wasser- und Wasser-in-6!-Emulsionen ohne 
Verwendung oberflachenaktiver Mittei erzeugt werden. 

Beispiel 12 Herstellung von Polyelektrolythullen durch Wlembranfiltration 
12,1 Materialien 

Als Templatpartikel wurden geladene Polystyrol-Latexteilchen mit einem 
Durchmesser von 640 nm, die nach der Methode von Furosawa et al. 
(Colloid-Z. Z. Polym. 250 (1972), 908) hergestellt wurden, teilvernetzte 
Melaminf ormaldehydpartikel mit Durchmessern von 3,7 //m und 5 jjtn sowie 
mit Glutardialdehyd f ixierte humane Erythrozyten verwendet. Als Beschich- 
tungssubstanzen werden Natriumpoly(stryrolsulfat) PSS {MW 70.000), 
Poly{allylaminhydrochlorid) PAH (MW 8.000 bis 1 1 .000), Poly(diallyldime- 
thylammoniumchlorid) PADMAC (MW 100.000), Chitosan (MW 200.000 
bis 300.000), Chitosansulfat (MW 200.000 bis 300.000) und Magnetit- 
partikel verwendet. Hierzu werden wassrige Losungen von 1 oder 2 mg/ml 
PSS, PAH Oder PDADMAC in 0,5 M NaCI hergestellt. Chitosansulfat wird 
als Losung mit einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,5 M NaCI hergestellt. 
Chitosan wird In einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,5 M NaCI unter 
Zusatz von 0,3% (v/v) Essigsaure aufgelost. 
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Es wird die Vakuumpumpe SM 16692 (Sartorius AG, Gottingen, Deutsch- 
land) zur Membranfiltration verwendet, mit der ein Vakuum von etwa 100 
mbar und ein Uberdruck bis zu 3 bar erzeugt warden kann. Zur Vakuumfil- 
tration wird die Poiycarbonatfittrationseinheit SM 1 6510 (Sartorius) und zur 
Druckfiltration die Einheit SM 1 6526 (Sartorius) verwendet. 

Es werden Membranf ilter mit einem Durchmesser von 47 mm der folgenden 
Typen verwendet: Sartolon Poiyamid SM 25007-047 N (0,2 /mi), Sartolon 
Polyamid SM 25006-047 N (0,45 //m), Celluloseacetat SM 11104-047 N 
(0,8 /jm) und Celiulosenitrat SM 1 1306-100 N (0,45 |/m). 

12.2 Methoden 

Polystyrol- und Melaminformaldehyd-Latexsuspensionen werden in einer 
Konzentration von 1 bis 30 % (v/v) eingesetzt. Die Konzentration der 
Erythrozytensuspension sollte etwa 10% (v/v) nicht ubersteigen. Das 
Volumen der im ersten Adsorptionsschritt verwendeten Partikelsuspensio- 
nen ist zwischen 10 ml und 50 ml. Die Adsorptionsdauer ist immer 5 min. 
Danach werden die Partikel mit Wasser gewaschen. 

Die Membranfiltration kann als Vakuumfiltration, Druckfiltration und 
Filtration ohne Druckveranderung durchgefuhrt warden. Wahrend der 
Polyelektroiytadsorption wird vorzugsweise ein schwacher Unterdruck in der 
Inkubationskammer bezuglich der unteren Filtratkammer angelegt, um einen 
Verlust des Inkubationsmediums und des Polyelektrolyten wahrend der 
Adsorption zu vermeiden. 

Ein Gesichtspunkt bei der Auswahl des Membranfilters ist das Ladungsvor- 
zeichen des zu adsorbierenden Polyelektrolyten. Im Falle von Polykationen 
(PAH, Chitosan) sind beispielsweise Poly a midf ilter geeignet. Im Falle von 
Polyanionen konnen Celluloseacetat oder Cellulosenitratfilter verwendet 
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werden. Auf diese Weise kann Verstopfen des Filters durch Polyelek- 
trolytadsorption gering gehalten werden. 

Zweckmadigerweise wird die Filtration unter Bedingungen durchgefuhrt, bei 
denen ein Entstehen oder Zusammenbacken des Filterkuchens vermieden 
bzw. begrenzt wird. Die Adhasion von PS und MF-Latexpartikel mit einer 
au&eren Schicht von PSS oder PAH an die Filteroberfiachen ebenso wie 
deren Aggregations- oder/und Flokkulationsneigung ist gering. Die Filtration 
kann daher bis zu hohen Tetlchenkonzentrationen (20%) ohne Unter- 
brechung oder Ersetzen des abfiltrierten Suspensionsmediums durch das 
Waschmedium durchgefuhrt werden. Im Falle von Erythrozyten muB 
wahrend der Abscheidung der ersten vier oder funf Schichten vorsichtig 
gearbeitet werden, um eine Aggregation zu verhindern. Die Suspension 
solite daher nicht auf Konzentrationen von mehr als etwa 5 bis 10% (v/v) 
eingeengt und die Bildung eines Filterkuchens soweit wie moglich vermieden 
werden. Nach AbschluB der ersten Adsorptionszyklen nimmt die Ag- 
gregationsneigung sowie die Neigung zur Adhasion an den Filter ab. Eine 
gegebenenf alls zwischenzeitlich auftretende Flockung wahrend der Zugabe 
eines Polyelektrolyten kann bei laufendem ProzeB durch Zugabe eines 
entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyten, z.B. des nachfolgenden 
Polyelektrolyten ohne Schadigung des Produkts wieder aufgeldst bzw. 
gebrochen werden. 

Ahnliche Ergebnisse werden mit dem Chitosan/Chitosansulfat-System 
erhalten. Eine weitgehend voilstandige Unterdruckung der Aggregatbildung 
kann durch Ruhren erreicht werden. 

12.3 Ergebnisse 

In Figur 6 ist eine AFM-Abbildung von PS-Latexoberf lichen nach Auf bringen 
von 3 PAH/PSS-Schichtpaaren gezeigt. Die Oberflachen sind glatt und es 
sind keine Polyelektrolytaggregate zu erkennen. Diese Partikel wurden durch 
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Vakuummembranfiltration mit einem Saugdruck von etwa 100 mbar und 
unter Verwendung von 450 nm Cellulosenitrat-Membranfiltern hergestellt. 
Ebenso kdnnen Polyamidfilter oder abwechseind negativ geladene Cel- 
luloseacetat- und positiv geladene Polyamidfilter verwendet werden. 

In Figur 7 wtrd das Wachstum der Hullendicke an der Oberflache von 640 
nm PS-LatexpartikeIn durch Einzelpartikel-Lichtstreuung nach der bei 
Lichtenfeld et al. (Colloid Surfaces A 104 (1995), 313) beschriebenen 
Methode bestimmt. Die Streulichtintensitat nimmt mit der TeilchengroBe zu. 
Es sind die Ergebnisse von Teilchen mit 1 1 bzw. 21 PAH/PSS Schichten im 
Vergleich zu unbeschichteten Teilchen gezeigt. 

Das TEM-Bild eines mit einer gemischten Schichten aus Polyelektrolyt- und 
Magnetitteilchen, die durch Prazipitation von Eisen (II)- und Eisen (ll!)-Salzen 
in Ammoniumhydroxydlosung und Stabilisierung durch HCI erzeugt wurden 
(Massart und Cabuil, J. D. Chemie Physique 84 (1987), 967), ist in Figur 
8 gezeigt. Zunachst werden zwei PAH/PSS Doppelschichten adsorbiert. 
Danach werden drei Magnetit/PSS Doppelschichten adsorbiert. Die 
Filtratlosung war jeweils ungefarbt und klar. Dies bedeutet eine vollstandige 
Adsorption des Magnefrts. An der Oberflache gebildete Magnetitaggregate 
sind deutlich erkennbar. 

Bei Verwendung von auflosbaren MF-PartikeIn ais Templet werden ebenf alls 
gute Ergebnisse bei der Membranfiltration erzielt. Mikrokapseln mit 10 
PAH/PSS Schichten auf ZJfmx MF-PartikeIn sind im AFM-Bild von Figur 9 
gezeigt. Die Templatpartikel wurden im Citratpuffer pH 1,4 aufgelSst. Die 
Morphologie der flachen Hulle ist deutlich zu erkennen. 

In Figur 10 ist ein AFM-Bild von PAH/PSS Mikrokapseln mit 10 Schichten 
gezeigt, die an der Oberflache von Glutaraldehyd fixierten humanen 
Erythrozyten abgeschieden wurden. Trotz der negativen Ladung der Zellen 
ist es gunstig mit einer PSS-Adsorptionsschicht zu beginnen. Auf diese 
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Weise kann wahrend der ersten Adsorptionsschritte das AusmaB der 
Aggregation vermindert warden. Die Filtration sollte unter milden Druclcbe- 
dingungen (kein oder nur geringer Ober- oder Unterdruck) erfolgen, urn die 
Bildung von Filterkuchen zu vermeiden. Ahnliche VorsichtsmaKnahmen sind 
bei Verwendung von PDADMAC als Polykation zu beachten. Unter 
druckfreien Bedingungen werden auch in solchen empfindlichen Systemen 
hervorragende Ergebni$se erzielt. 

In den Figuren 11 bis 1 3 sind Ergebnisse dargestellt, die unter Verwendung 
von Chitosan/Chitosansulfat als Polyelektrolytpaar erhalten wurden. Figur 
11 ist ein AFM-Bild von mit 10 Schichten belegten MF-ParfikeIn nach 
Auflosung des Kerns. Um die Untersuchung der Hullmorphologie zu 
erieichtern wurde mit FITC markiertes PAH als elfte Schicht auf gebracht und 
die Huile durch konfokale Laserrastermikroskopie untersucht. Das Ergebnis 
ist in Figur 12 gezeigt. In Figur 13 sind die Zetapotentiale von schtchtweise 
wachsenden Mikrokapsein angegeben. Ungerade Schichtzahlen entsprechen 
Chitosansulfat und sind durch negative Zetapotentiale gekennzeichnet. 
Geradzahlige Schichten entsprechen Chitosan und zeigen positive Zetapo- 
tentiale. 

Beispiel 13 PermeabUitat von Polyeiektroiythullen 

Polyelektrolythullen wurden durch Beschtchtung von 3 pm Melaminformal- 
dehydpartikeln unter Verwendung von Natriumpoly(styrolsulfonat) mit einem 
Molekulargewicht von 70.000 und Poly(allylaminhydrochlorid) mit einem 
Molekulargewicht von 50.000 erzeugt. Fur die konfokale Fluoreszenzmi- 
kroskopie wird ein mit Fluoresceinisothiocyanat markiertes PAH (FITC-PAH) 
eingesetzt (Sukhorukov, Colloids Surfaces A 137 (1998), 253). 

Suspensionen von Melaminformaldehydpartikein mit 3 //m Durchmesser 
werden mit 1 3 Schichten PAH und PSS beschichtet. Dann wird durch 5 min 
Inkubation in 0,1 NaCI der Kern aufgel5st. 
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Mittels konfokaier Mikroskopie wird die Permeabilitat der Poiyelektrolytmi- 
krokapseln untersucht* Hierzu wird zunachst eine Losung von PAH-FITC 
(Molekulargewicht 50.000) mit den Hullen auf eine Endkonzentration von 
0,5 mg/ml vermischt. Die Permeabilitat der HQIIwande fur hochmolekulares 
PAH-FITC ist so gering, dal^ nach 20 min Inkubation keine Fiuoreszenz im 
Inneren der Kapsein nachweisbar war. ImGegensatz dazu kann 6-Carbofluo- 
reszein (6-CF) die Wande der Hullen ohne weiteres durchdringen. 

Figur 14 zeigt die Fluoreszenzintensitat einer Suspension von 6*CF als 
FiuoreszenzmarkerenthaltendenPolyelektrolytkapselngegenuberdendurch 
Polystyrolsulfonsaure und HCI trtrierten pH-Wert im umgebenden Medium. 
Die Ergebnisse zeigen, dali Polystyrolsulfonsaure in den jeweils ver- 
wendeten Molekulargewichten (70.000-4.200) die Polyelektrolythullen nicht 
durchdringen konnte. 

Figur 1 5 zeigt den pH-Wert im Inneren der Kapsein als Funktion des mit H- 
PSS (Molekulargewicht 4200) titrierten Volumen pH-Werts in Abwesenheit 
von Salz und in Gegenwart von 1 mM NaCL Es ist zu erkennen, daB 
mindestens innerhalb einer Stunde keine signifikante Diffusion von PSS 
Polyanionen mit dem jeweils getesteten Molekulargewichten ins Innere der 
Kapsel stattfindet. Dies fOhrt zum Entstehen eines pH-Gradienten zwischen 
dem Inneren der Kapsel und dem Volumen. Der pH-Wert im Inneren ist um 
etwa eine pH-Einheit basischer als der pH-Wert des Volumens. Dies gilt 
msbesondere fur einen Volumen pH-Wert geringer als 5,5. 
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Anspruche 

1 . Kapsel mit einer Polyelektrolythulle und einem Durchmesser bis zu 
10 j7m. 

2. Kapsel nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad sie einen Durchmesser ^ 5 jjm aufweist* 

3. Kapsel nach Anspruch 1 oder 2, erhaltlich durch Aufbringen von 
Polyelektrolytmolekulen auf ein Templatpartikel. 

4. Kapsel nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Hulle mehrere Polyelektrolytschichten umfal^t. 

5. Kapsel nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet« 

daH die HQIIe abwechselnde Schichten von kationtschen und 
anionischen Polyelektrolyten umfa&t. 

6. Kapsel nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& sie das Templatpartikel in ihrem Inneren enthilt. 

7. Kapsel nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daK das Templatpartikel mindestens teiiweise aufgelost ist. 
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8. Kapsel nach einem der vorhergehenden Asnpruche, 
dadurch gekennzeichnet. 

da& innerhalb der Hulle eine FIQssigphase voriiegt. 

9. Kapsel nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& sie einen Wirkstoff enthalt. 

10. Kapsel nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Wirkstoff ausgewahit 1st aus Katalysatoren, insbesondere 
Enzymen, Nanopartikein, pharmazeutischen Wirkstoffen, Sensormole- 
kulen, Kristallen, Polymeren und Gasen. 

1 1 . Kapsel nach einem der vorhergehenden Asnpruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daK die Hullen Poren enthalt. 

12. Kapsel nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Poren den Durchtritt von Substanzen mit einem Molekularge- 
wicht ^ 4 kD eriauben. 

13. Kapsel nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da&die Hulle weiterhin Nanopartikel, Tenside oder/und Lipide enthalt. 

14. Kapsel nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Starke der Hullwand 2 bis 100 nm betragt. 
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1 5. Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daK sie mehrere Kapsein nach einem der vorhergehenden Anspruche 
mit monodisperser GrSfienverteilung enthalt. 

1 6. Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& sie Kapsein nach einem der Anspruche 1 bis 14 in getrockneter, 
eingefrorener oder gefriergetrockneter Form enthalt. 

1 7. Verfahren zur Herstellung von mit einer Polyelektrolythulle beschich- 
teten Kapsein umfassend die Schritte: 

a) Bereitstellen einer waBrigen Dispersion von Templatpartikein 
geeigneter GroRe und 

b) Herstellen einer Hulle um die Partikel durch Aufbringen von 
Polyelektrolyten auf die Templatpartikeh 

1 8. Verfahren nach Anspruch 1 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& als Templatpartikel Idsliche Partikel, z3. teilvernetzte Mela- 
minformaldehydpartikel verwendet werden. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 17 oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& Aggregate von Subpartikein als Templatpartikel verwendet 
werden. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daK vorgeformte Aggregate durch Aniegen elektrischer oder/und 
magnetischer Felder auf eine Suspension von Subpartikein hergestellt 
werden. 
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21. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& nacheinander Schichten von jeweils entgegengesetzt geladenen 
Polyelektrolyten auf die Templatpartikel aufgebracht warden. 

22. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 7 bis 21 weiterhin unnfassend 
den Schritt 

(c) Desintegration der Templatpartikel. 

23. Verfahren nach Anspruche 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Desintegration der Templatpartikel durch eine Veranderung 
des pH-Werts oder/und Sulfonierung der Templatpartikel bewirkt 
wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, weiterhin umfassend den 
Schritt: 

(d) Abtrennen von Templatpartikel-Fragmenten. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Kapsel vor, wahrend oder/und nach der Beschichtung mit 
einem Wirkstoff beladen wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Kapsel durch Poren in der Huliwand mit niedermolekularen 
Stoffen beladen wird. 
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27. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Wirkstoff vor dem Aufbringen der Beschichtung an die 
Templatpartikei immobilisiert oder von den Templatpartikein aufge- 
nommen wird. 

28. Verfahren zur Herstellung einer beschichteten Oberflache, 
dadurch gekennzeichnet, 

daK Kapsetn nach einem der Anspruche 1 bis 1 6 oder erhaltlich durch 
ein Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 27 auf einer 
Oberflache angelagert werden. 

29. Verwendung von Kapsein nach einem der Anspruche 1 bis 16 oder 
erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 27 
zum EinschluK von Wirkstoff en. 

30. Verwendung nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& der Wirkstoff ausgewahit wird aus Katalysatoren, insbesondere 
Enzymen, pharmazeutischen Wirkstoff en, Sensormolekulen, Polyme- 
ren, Farbstoffen wie etwa fluoreszierenden Verbindungen, Pflanzen- 
schutzmitteln, Aromastoffen und Gasen. 

31 . Verwendung von Kapsein nach einem der Anspruche 1 bis 16 oder 
erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 27 
als Reaktionsraum. 

32. Verwendung von Kapsein nach einem der Anspruche 1 bis 1 6 oder 
erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 7 bis 27 
zur Herstellung von Kristallen. 
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33. Verwendung von Kapsein nach einem der Anspruche 1 bis 16 oder 
erhaltlich durch ein Verf ahren nach einem der Anspruche 1 7 bis 27 
zum Aufbau von Mikro- bzw. Nanokompositen. 

34. Teiivernetzte Melaminformaldehydpartikel mit einem Durchmesser ^ 
10;/m. 

35. Partikel nach Anspruch 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& sie vorgeformte Aggregate aus Subpartikein enthalten. 

36. Partikel nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

daK sie eine spharische Form aufweisen. 

37. Partikel nach einem der Anspruche 34 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sie durch Einstellen eines sauren pH-Werts oder/und durch 
chemische Reaktion aufldsbar sind. 

38. Partikel nach einem der Anspruche 34 bis 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

daR sie weiterhin immobilisierte Wirkstoffe und gegebenenfalls einen 
Bindevermittler enthalten. 

39. Verwendung der Partikel nach einem der Anspruche 34 bis 38 zur 
Hersteliung von Nano- oder Mikrokapsein, insbesondere mit einer 
Polyelektrolythuile. 
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Verfahren zur Herstellung von teilvernetzten Melaminformaldehyd- 
partikeln durch Polykondensation aus Melaminformaldehydprakon- 
densaten, 

dadurch gekennzeichnet, 

daK der PolykondensationsprozeK wahrend der Reaktion unter- 
brochen wird. 

Verfahren zum Aufbringen mehrerer Schichten von Beschichtungs- 
substanzen auf Templatpartikei umfassend die Schritte: 

(a) Inkontaktbringen des Templatpartikels mit einer ersten 
Beschichtungssubstanz in einem fluiden Reaktionsmedium in 
einem Reaktionsraum, der auf mindestens einer Seite durch 
eine Filtrationsmembran begrenzt ist unter Bedingungen, bei 
denen eine Schicht, der ersten Beschichtungssubstanz auf 
dem Tennplatpartikel gebildet wird, 

(b) Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit 
gegebenenfalls darin enthaltener uberschussiger erster 
Beschichtungssubstanz durch die Filtrationsmembran in einen 
Filtratraum, 

(c) inkontaktbringen des Templatpartikels mit einer zweiten 
Beschichtungssubstanz in einem fluiden Reaktionsmedium in 
einem Reaktionsraum, der auf mindestens einer Seite durch 
eine Filtrationsmembran begrenzt ist, unter Bedingungen, bei 
denen eine Schtcht der zweiten Beschichtungssubstanz auf 
den Templatpartikei gebildet wird, 

(d) Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit 
gegebenenfalls darin enthaltener uberschussiger zweiter 
Beschichtungssubstanz durch Rltrationsmembran in einen 
Filtratraum, und 

(e) gegebenenfalls mehrmaliges Wiederholen der Schritte (a) und 
(b) oder/und (c) und (d). 
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42. Verfahren nach Anspruch 41, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die ersten und zweiten Beschtchtungssubstanzen aus entgegen* 
gesetzt geladenen Polyelektrolytspezies oder Gemischen von 
Poiyelektrolytspezies ausgewahit warden. 

43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42, 
dadurch gekennzeichnet, 

da&die Templatpartikel aus Partikeln mit einem Durchmesser von bis 
zu 50 fjm, insbesondere bis zu 10 jjm ausgewahit werden. 

44. Verfahren nach einem der Anspruche 41 bis 43, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& losiiche Templatpartikel verwendet werden und daZ die Aufld- 
sung der Kerne nach Beendigung des Beschichtungsvorgangs 
durchgefuhrt wird. 

45. Verfahren nach Anspruch 43 oder 44, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Partikel ausgewahit werden aus biologischen Partikeln oder 
Aggregaten. 

46. Verfahren nach einem der Anspruche 41 bis 45, 
dadurch gekennzeichnet, 

daR wahrend oder/und nach Schritt (b) oder/und Schrttt (d) ein 
Waschmedium zugegeben wird. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Zugabe des Waschmediums so erfolgt, da& das Volumen des 
Mediums in Schritt (b) oder/und Schitt (d) tm wesentlichen konstant 
bleibt. 
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48. Verfahren nach Anspruch 41 bis 47, 
dadurch gekennzeichnet, 

daK die Filtration im wesentlichen ohne Druckdifferenz zwischen 
Reaktionsraum und Filtratraum durchgefuhrt wird. 

49. Verfahren nach einem der Anspruche 41 bis 48, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl der Reaktionsraum zumindest wahrend der Schritte (a) oder/und 
(c) gerOhrt wird. 

50. Verfahren nach Anspruch 49, 
dadurch gekennzeichnet, 

daQ> der Reaktionsraum wahrend des gesamten Prozesses geruhrt 
wird. 
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Figur 5 
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Figur 6 
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Figur 7 
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Figur ^. 
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Figur 10 
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Figur 13 




13/15 



wo 99/47252 



PCT/EP99/01855 



FIgur 14 



► 

♦ 



o o o 

o o o o 

O NO <N O 

CN fO CS O 

xt f-H cn 

(/T CO CO CO 

^ CO CO CO CO 

u ^ ^ 

^"^^ 

HH Hk 



► ♦ 



Vi 
o 



o 
cn 



o 



T 

o 



00 

o 



• 

o 



o 



(N 

o 



14/15 



wo 99/47252 



PCT/EP99/01855 




15/15 



